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RÉSUMÉ 
V 
Le PAF est un médiateur phospholipidique ayant de nombreuses implications 
physiologiques et pathologiques. Suite à une stimulation, le récepteur du PAF peut 
activer différentes voies de signalisation. L'activation des voies de signalisation peut être 
inhibées par des antagonistes de structures distinctes. Certains antagonistes présentent 
des caractéristiques pharmacologiques particulières. Par exemple, les agonistes inverses 
ont la capacité de diminuer une réponse provenant d'une activation constitutive d'un 
GPCR. Le développement de récepteurs mutants possédant une activité constitutive 
représente un outil de recherche important puisque les caractéristiques des agonistes 
inverses sont souvent plus apparentes dans des systèmes exprimant une activité de base 
élevée. Les propriétés agonistes inverses de molécules antagonisant la réponse au PAF 
ont été révélées à l'aide de trois modèles d'activité basale élevée. Nos résultats 
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démontrent que diverses molécules peuvent agir en tant qu'agonistes inverses pour le 
récepteur mutant L231R et pour le modèle de surexpression de la protéine Gaq avec le 
récepteur WT, alors que cette réduction de l'activité basale est absente ou gravement 
altérée pour le complexe 1 WT + 3D63N. L'utilisation de ces modèles de récepteurs 
constitutivement actifs suggère que l'activité agoniste inverse ne sera pas nécessairement 
présente pour tous les modèles d'activation constitutive. De plus, les ligands possédant 
une activité agoniste inverse possèdent cette caractéristique à des niveaux variables. 
Le WEB2086 figure parmi les molécules ayant une activité inverse élevée pour le 
récepteur du PAF. Cette molécule a déjà été utilisée comme traitement pour l'asthme et 
représente une avenue intéressante pour une potentielle thérapie anti-cancéreuse. Nos 
résultats suggèrent que le WEB2086 permet la diminution de l'expression de son 
récepteur, le PAFR. Le même phénomène est observé avec l'agoniste PAF. Ces deux 
ligands n'ont cependant pas toutes les mêmes caractéristiques pharmacologiques. Nous 
avons donc décidé d'étudier les différentes voies de signalisation et de circulation 
intracellulaires activées suite à une stimulation au PAF ou au WEB2086. Le P AFR, qui 
peut être désensibilisé par les PKC, est phosphorylé suite à une stimulation au PAF ou au 
WEB2086 par des PKC d'isoformes différentes. Il semble que les PKC ~' 8 et<; soit 
préférablement utilisées par le WEB2086, alors que les PKC ô, a, i:: et<; sont stimulées 
lorsque les récepteurs sont en mis présence de PAF. Les mécanismes régissant la 
signalisation et la circulation intracellulaire du P AFR ne sont pas connus. Nos travaux 
tentent d'élucider ces mécanismes, en comparant les voies de signalisation induites par le 
PAF et le WEB2086. Le mécanisme de circulation intracellulaire permettant la 
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dégradation du P AFR utilise la voie des endosomes précoces et tardifs lors de la 
stimulation au PAF. Cependant, le mécanisme est différent suite à une stimulation au 
WEB2086. Les récepteurs sont ciblés à la dégradation indépendamment du type de 
ligand utilisé, soit un agoniste ou un agoniste inverse. L'utilisation d'inhibiteurs du 
protéasome et des lysosomes a permis d'établir que ces deux systèmes sont utilisés pour 
diminuer l'expression du récepteur du PAF. 
La compréhension des mécanismes de la régulation négative du P AFR et de la 
signalisation induite par les agonistes inverses donneront des outils pour la mise en place 
de modèles généraux de la régulation du récepteur et faciliteront le développement de 
thérapies ciblant efficacement la signalisation du récepteur. 
MOTS CLÉS GÉNÉRAUX : récepteur couplé aux protéines G (GPCR), récepteur du 
facteur activateur de plaquettes (P AFR), agonisme inverse, circulation intracellulaire 
(trafficking), désensibilisation à long terme (down-regulation). 
I - INTRODUCTION 
«Life is the continuous adjustment of interna! relations to externat 
relations.» 
Herbert Spencer (1820-1903) 
Le but ultime de tout être vivant est d'exister suffisamment longtemps pour 
transmettre ses gènes et ainsi assurer la survie de son espèce. Ainsi, les anophèles 
consacrent leur vie entière (quelques heures) à la recherche d'un partenaire pour 
perpétuer leur espèce. Afin de préserver leur matériel génétique, les premières formes de 
vie cellulaire ont dû assurer le développement d'une barrière protectrice, délimitant les 
frontières de la cellule et permettant l'organisation et le maintien de leur environnement 
intracellulaire. La couche protectrice conservée à travers l'évolution se révèle de nature 
lipidique, limitant ainsi le passage des molécules hydrosolubles. Cependant, pour 
survivre, un échange constant avec l'environnement extérieur est nécessaire afin 
d'importer des nutriments et d'exporter les déchets. Ces échanges sont orchestrés par des 
protéines transmembranaires pouvant agir comme transporteur, pompe ou canal ionique. 
D'autres protéines peuvent catalyser des réactions biochimiques, organiser l'entité 
physique de la cellule en liant le cytosquelette et la matrice extracellulaire ou permettre la 
communication intercellulaire, via la détection de molécules spécifiques retrouvées dans 
l'environnement extracellulaire. 
La communication intercellulaire s'est avérée un avantage évolutif certain. Chez 
diverses espèces vivant en colonies telles que les amibes Dictyostelium, la 
communication intercellulaire a permis la formation d'une structure organisée, le spore, 
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lors d'un appauvrissement en nutriments du milieu, permettant ainsi une diffusion en 
d'autres endroits potentiellement plus riches. Cette collaboration intercellulaire a pu 
permettre le développement d'êtres multicellulaires organisés, ayant une capacité de 
communication entre les divers intervenants cellulaires. Chez les eucaryotes 
«supérieurs», la communication et les échanges intercellulaires ont permis le 
développement de cellules spécialisées, contrôlant diverses fonctions vitales telles que la 
croissance, la reproduction et l'organisation tissulaire. Par la suite, cette communication 
entre l'environnement extérieur et les diverses cellules a permis le développement de 
systèmes plus complexes tels que les sens : l' ouie, le goût, le toucher, la vision et 
l'odorat, et ultimement la conscience, suite à une intégration de tous ces renseignements. 
Les contacts cellulaires avec l'environnement extérieur peuvent se produire de 
diverses façons. Les cellules peuvent communiquer directement entre elles par le partage 
de composantes de leur cytoplasme via les jonctions lacunaires (GAP) présentes à leur 
surface. Les diverses interactions avec la cellule peuvent également se produire via un 
récepteur et un ligand, relâché dans le milieu extracellulaire ou faisant partie intégrante 
d'une membrane cellulaire. La communication avec le monde extérieur, environnement 
ou individus, est la clé d'une bonne adaptation à son environnement. Le séquençage du 
génome humain a révélé que plus de 750 gènes servent à encoder la grande famille des 
récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (GPCRs) 
(Chalmers et Behan, 2002; Venter et al., 2001). Les membres de cette famille de 
récepteurs sont impliqués dans la transmission de signaux de stimuli chimiques tels que 
les neurotransmetteurs, hormones, chimiokines, autacoïdes, ions, phéromones, odeurs et 
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stimuli lumineux (Ferguson, 2001). Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse 
portent sur le fonctionnement d'un GPCR, le récepteur humain du facteur activateur de 
plaquettes (hP AFR). Ce récepteur est impliqué dans de nombreux systèmes 
physiologiques tels que l'embryogénèse et les systèmes nerveux central, pulmonaire, 
circulatoire et immunitaire des mammifères. 
Le facteur activateur de plaquettes 
Le facteur activateur de plaquettes (PAF; 1-0-alkyl-2-acétyl-sn-
glycérophosphocholine) a été identifié (Benveniste et al., 1972) par un groupe de 
chercheurs étudiant un facteur relâché par des basophiles stimulés aux IgE et permettant 
l'agrégation plaquettaire. Une autre action de ce composé identifié à partir d'extraits 
rénaux permettait l'abaissement de la pression sanguine (Blank et al., 1979). La structure 
chimique du PAF a par la suite été déterminée par différents groupes (Benveniste et al., 
1979; Blank et al., 1979; Demopoulos et al., 1979). L'action du PAF ne se limite 
cependant pas seulement à l'agrégation plaquettaire ou à l'abaissement de la pression 
sanguine : de nombreuses études ont démontré un rôle dans le système nerveux ainsi que 
dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques (Ishii et Shimizu, 2000; 
Maclennan et al., 1996; Prescott et al., 2000). Par son action proinflammatoire, le PAF 
peut causer la vasodilatation des vaisseaux, la contraction des muscles lisses, l'activation 
des neutrophiles, des éosinophiles et des macrophages. Il joue également un rôle 
important dans l'allergie, l'inflammation et le choc endotoxique (Braquet et Rola-
Pleszczynski, 1987; Hanahan, 1986; Prescott et al., 1990; Snyder et al., 1989). La 
structure du PAF, au niveau de la position sn-1, est variable pour les chaînes alky l. Le 
1, 
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groupement alkyl possédant 16 carbones (16 :0) possède la plus grande activité 
biologique; on trouve également la forme 18 :0 et moins fréquemment les formes 17 :0 et 
18 : l (Hanahan, 1986). La fonction de l'hétérogénéité des isoformes du PAF n'est pas 
encore connue. 
Deux voies de synthèse du PAF sont connues, soit la voie de synthèse de novo et 
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Figure 1. Schéma représentant les voies de synthèse du facteur activateur de 
plaquettes (Montrucchio et al., 2000). 
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La voie de synthèse de nova implique que le 1-0-alkyl-sn-glycéro-3-phosphate est acétylé 
par la 1-0-alkyl-sn-glycéro-3-phosphate :acétyl coenzyme A acétyl transférase. Ensuite, 
la 1-0-alkyl-sn-glycéro-3-phosphate phosphohydrolase entraîne la formation de 1-0-acyl-
2-acétyl-sn-glycérol, celui-ci étant converti en PAF par l'action de la CDP-
cholinephosphotransférase. Les enzymes impliquées dans cette voie de synthèse 
semblent agir de façon constitutive et sont régulées par la disponibilité du substrat (Blank 
et al., 1988). La voie de remodelage implique le remodelage des phospholipides 
membranaires et semble être la forme privilégiée de formation de PAF dans 
l'inflammation et la réponse allergique (Honda et al., 2002). La synthèse nécessite 
l'action d'une phospholipase spécifique (PLA2) puis d'une hydrolyse du 1-0-alkyl-2-
arachidonoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine en acide arachidonique (AA) et en 1-0-alkyl-
2-lyso-sn-glycéro-3-phosphocholine (lyso-PAF). Le lyso-P AF est acétylé par l'acétyl 
coenzyme A :lyso-PAF acétyltransférase pour former le PAF. L'acide arachidonique 
pourra servir à la formation d'autres médiateurs lipidiques tels que les leukotriènes, les 
prostaglandines et les thromboxanes. Le PAF synthétisé via les deux voies sera par la 
suite sécrété pour se retrouver dans les divers fluides physiologiques tel le plasma 
sanguin. Cependant, dans certains systèmes physiologiques, le PAF n'est pas sécrété et 
transloque à la surface externe de la membrane par un mécanisme de «flip-flop» encore 
mal défini. Le déclenchement d'une réponse n'est possible que par une interaction 
physique avec la cellule-cible, comme chez les cellules endothéliales activées exprimant 
la P-sélectine pour retenir les neutrophiles ciblés (Prescott et al., 2000; Zimmerman et al., 
1996). 
6 
Le récepteur du PAF 
Le cDNA codant pour le récepteur humain du PAF a été cloné en 1991 par 
Nakamura et collaborateurs à partir de leucocytes (Nakamura et al., 1991). Lors de la 
transcription du gène du P AFR, deux ARN messagers sont obtenus. Le transcrit l est 
retrouvé dans les cellules leucocytaires et dans le cerveau, alors que les deux ARN 
messagers (transcrits 1 et 2) sont retrouvés dans le coeur, le poumon, la rate et le rein 
(Mutoh et al., 1993). Ce récepteur fait partie de la famille des récepteurs heptahélicaux et 
sa signalisation s'effectue via les protéines Gaq/11 et Gai/o (Ishii et Shimizu, 2000; 
Izumi et al., 1995; Izumi et Shimizu, 1995; van Biesen et al., 1996). Une grande partie de 
la réponse au PAF provient de l'activation de phospholipases telles que les PLCj3 et y, 
PLA2 et PLD (Ali et al., 1997; Izumi et Shimizu, 1995). Ces enzymes transforment 
différents lipides comme le phosphatidylinositol membranaire pour former le 
diacylglycérol et les inositols phosphates qui vont participer à la redistribution du calcium 
intracellulaire et à l'activation des protéines kinase C. D'autres protéines kinases telle 
que la PI3K et certaines tyrosines kinases de la famille Jak, Fak, src, peuvent également 
participer à une réponse au PAF (Ali et al., 1997; Izumi et Shimizu, 1995; Soldi et al., 
1996; van Biesen et al., 1996). Une signalisation par l'activation de la cascade des MAP 
kinases et de la voie Jak/STAT semble induite dans certains types cellulaires (Franklin et 
al., 1993; Franklin et al., 1995; Honda et al., 1994; Liu et al., 1994; Lukashova et al., 
2001). La réponse au PAF in vivo démontre de nombreuses variations entre les différents 
individus, autant chez la souris que chez l'humain. Par exemple, lors d'un test de 
provocation bronchique induite au PAF en aérosol, une réponse bronchique et vasculaire 
est obtenue chez certains sujets sains alors que d'autres n'ont aucune réaction 
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(Rodriguez-Roisin et al., 1994). Récemment, un polymorphisme du récepteur du PAF a 
été décelé dans la population japonaise. Le polymorphisme est relativement fréquent 
(7,8%) et consiste en une substitution dans la 3e boucle intracellulaire de l'alanine 224 en 
aspartate. L'analyse in vitro démontre que cette variante du PAFR a une incapacité à 
mobiliser le calcium intracellulaire, à activer l'hydrolyse du phosphatidylinositol, à 
inhiber l'adenylate cyclase et diminue l'activité chémotactique en réponse au PAF, en 
comparaison avec un récepteur de type sauvage (Fukunaga et al., 2001 ). 
Les ligands du :récepteur du PAF 
L'activation dépendante d'une stimulation au PAF peut être inhibée par l'action 
de molécules structurellement analogues au PAF, ou par des molécules de structures 
complètement différentes (Figure 2) (Hwang, 1990; Negro Alvarez et al., 1997). Deux 
grandes classes peuvent regrouper les différents antagonistes du PAF, soit les analogues 
naturels du PAF et les composés synthétiques non-reliés au PAF. Premièrement, la 
famille des analogues naturels du PAF. Parmi ceux-ci est classifié le BN52021, un 
terpenoïde dérivé des feuilles de Ginkgo biloba. L'activité du BN52021 permet la 
réduction de la mortalité lors de septicémies causées par des bactéries gram-négatives 
(Dhainaut et al., 1994). Parmi les différents activités observées pour les antagonistes 
synthétiques analogues du PAF, notons l'inhibition de la PAF-Acétyl hydrolase et l'effet 
protecteur du CV-3988 contre les accidents pulmonaires (Inui, 1993). Pour les composés 
synthétiques non-reliés structurellement au PAF tel que l' Alprazolam ou le WEB2086, 
notons l'amélioration clinique de l'asthme suite à un traitement au WEB2086 (Negro 

















Figure 2. Représentations graphiques de la structure du PAF et de divers 
antagonistes 
d' Apafant, est un des divers ligands capables d'interférer dans la signalisation du PAF, 
mais ne possède pas la capacité de traverser la membrane plasmique. Ce ligand fait partie 
de la famille des thienotriazolodiazépines, sa structure étant dérivée d'un anxiolytique ne 
présentant aucune ressemblance ni au PAF ni aux autres lipides (Casals-Stenzel et al., 
1987). La spécificité du WEB2086 pour le récepteur du PAF est très élevée et son 
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affinité, indépendante de l'état de couplage du récepteur, en fait un outil intéressant pour 
la caractérisation du récepteur du PAF (Casals-Stenzel et al., 1987). De plus, le 
WEB2086 est incapable de lier le récepteur des benzodiazépines, contrairement à 
l' Alprazolam. Cette molécule, aussi connu sous le nom de Xanax, est un anxiolytique 
utilisé en clinique (Deltito et al., 1991). En plus de son efficacité à améliorer la condition 
de personnes asthmatiques, le WEB2086 peut également agir favorablement pour 
atténuer l'inflammation induite par des pneumonies à pneumocoques ou par la méningite. 
Il est également efficace dans le traitement de plusieurs types de dermatites (Cundell et 
al., 1995; Kemeny et al., 1996). Récemment, de nouvelles avenues thérapeutiques sont 
apparues puisque le WEB2086 est capable d'induire la différentiation terminale de 
cellules humaines leucémiques. Un traitement impliquant l'utilisation du WEB2086 
pourrait permettre une thérapie pour la leucémie, en induisant la différentiation des 
cellules cancéreuses (Cellai et al., 2002). 
La structure des récepteurs à sept domaines transmembranaires 
La prédiction de la structure des GPCRs a été établie par des études basées sur le 
résultat de digestions protéolytiques de certains récepteurs, sur les études 
d'hydrophobicité et par l'utilisation d'anticorps ciblant spécifiquement les régions intra-
et extra-cellulaires du récepteur ~2-adrénergique (Dohlman et al., 1991; Hargrave et al., 
1983; Savarese et Fraser, 1992). Récemment, la crystallisation du premier GPCR a été 
réalisée pour le récepteur à la rhodopsine (Palczewski et al., 2000). Jusqu'à cette 
réalisation, le modèle de prédiction de structure des GPCRs était basé sur les travaux de 
Baldwin et son modèle s'est avéré relativement juste (Baldwin et al., 1997; Sakmar, 
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2002). Les GPCRs montrent peu d'homologie de séquence dans leurs parties non-
transmembranaires, c'est-à-dire dans les boucles intra- et extra-cellulaires, ainsi que les 
portions N- et C-terminales. Cependant, certaines portions sont hautement conservées 
parmi les différents récepteurs, démontrant ainsi une importance de ces régions 
conservées. Premièrement, les récepteurs à sept domaines transmembranaires sont des 
glycoprotéines, et comportent au moins une séquence consensus (N-X-S/T) permettant la 
glycosylation sur des résidus asparagine dans la portion extra-cellulaire du récepteur. 
Cette modification post-traductionnelle est importante pour l'expression membranaire des 
récepteurs ~2-adrénergique, neurokinine l et du PAF, sans toutefois affecter les propriétés 
de liaison et de réponse aux ligands. (Fong et al., 1992; Garcia Rodriguez et al., 1995; 
Rands et al., 1990). L'utilisation d'agents réducteurs a révélé l'existence de liaisons 
disulfures entre des cystéines. Malgré que les positions sur lesquels les liaisons 
disulfures se produisent varient entre les différents GPCRs, ces liens sont constamment 
observés et permettent une stabilisation de la structure tri-dimensionnelle et fonctionnelle 
des GPCRs (Lu et al., 1993; Savarese et Fraser, 1992). Un bon maintien de la 
conformation des récepteurs est nécessaire afin de constituer la cavité de liaison du 
ligand. En complément aux liens disulfures, des ponts hydrogène entre les divers 
domaines transmembranaires sont formés. Les résidus aspartate et asparagine sont 
importants dans la stabilisation des divers états d'activation des GPCRs. Lorsque mutées, 
diverses régions ont révélé des altérations dans les propriétés fonctionnelles chez 
plusieurs récepteurs à sept domaines transmembranaires. Les résidus de ces régions sont 
hautement conservés chez les GPCRs et se retrouvent principalement au niveau du 2e 
D(A/S)xAL(N/S) et 7e (N/S)(S/C)xx(N/D)PxxY domaines transmembranaires ainsi qu'à 
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la jonction du 3e domaine transmembranaire et de la 2e boucle intracellulaire 
(E/D/N)R(F/Y/S). Les études portant sur le 2e domaine transmembranaire ont révélé, 
pour les récepteurs 5-HT1N2A et à la lutropine, une forte diminution de l'affinité pour 
l'agoniste (Chanda et al., 1993; Ji et Ji, 1991; Sealfon et al., 1995). La modification de 
l'aspartate en position 63 en asparagine (D63N) accroît l'affinité de 6 à 10 fois supérieure 
et une perte de couplage pour le récepteur du PAF (Parent et al., l 996b ). Dans le 7e 
domaine transmembranaire, une asparagine ou un résidu similaire ( aspartate) est 
conservée parmi 95% des GPCRs. Chez le récepteur du PAF, le changement de 
l'aspartate 289 en alanine permet une augmentation de l'affinité pour le PAF ainsi qu'une 
perte de couplage (Parent et al., 1996c). Finalement, la région comprenant le motif 
(E/D/N)R(F/Y/S), mieux connu sous le nom «DRY», constitue la région charnière lors de 
la transition entre les conformations inactives et actives (Alewijnse et al., 2000; Feng et 
Song, 2003; Rasmussen et al., 1999; Scheer et al., 1996; Scheer et al., 1997). Chez le 
récepteur du PAF, le motif se retrouve sous la forme NRF plutôt que DRY. Cependant, 
la caractérisation de cette région pour le récepteur du PAF n'a pas encore été réalisée. 
Modèle d'activation des récepteurs 
Il est maintenant connu depuis quelques années que les GPCRs existent en équilibre entre 
les états de conformation actifs R* et inactifs R (Kenakin, 1996; Leff, 1995; Lefkowitz et 
al., 1993). Ces différents modèles sont représentés dans la Figure 3. En A) Le modèle de 
formation des complexes ternaire étendu tel que présenté par Samama en 1993 (Samama 
et al., 1993). Le modèle suppose que les récepteurs existent dans un état inactive (Ri) et 
actif (Ra) ; les protéines G (entraînant une réponse physiologique) ne pouvant lier que la 
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Figure 3. Représentation du modèle d'activation des récepteurs et des différents états 
conformationnels (Kenakin, 2002). 
forme active (Ra). L'addition d'un ligand A entraîne la formation de trois different 
complexes ligand-récepteur, chacun étant capable de former un état actif permettant la 
liaison des proteins G. (B) Le modèle de complexe ternaire cubique permet d'être plus 
complet au niveau de la thermodynamique. L'état inactif du récepteur peut lui aussi 
former un complexe avec la protéine G, sans que celle-ci n'induise une signalisation 
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(Weiss et al., 1996). (C) Le modèle de complexe ternaire cubique peut être complete par 
l'ajout d'une cinétique d'échange du GDP par du GTP et la subséquente activation des 
protéines G. 
En conformation inactive R, les GPCRs sont découplés des protéines G alors 
qu'en conformation active R *, ils sont couplés et activent les protéines G. 
L'isomérisation des conformations R vers R* peut se produire spontanément, c'est-à-dire 
même en absence d'un agoniste (Chidiac et al., 1994; Costa et al., 1992; Lefkowitz et al., 
1993). Cette forme de récepteur constitutivement actif auquel une mutation donne une 
activité spontanée peut occasionner de graves problèmes. Par exemple, une mutation de 
l'aspartate 578 en glycine dans le 6e domaine transmembranaire du récepteur de 
l'hormone lutéinisante (LH) peut entraîner la maladie familiale de puberté précoce mâle 
(Shenker et al., 1993). Environ 13 autres mutations de ce récepteur peuvent causer le 
même phénotype. Cinquante mutations du récepteur à la thyrotropine causent une 
hyperthyroïdie alors que quatre mutations du récepteur à la rhodopsine causent divers 
types de cécité (Parnot et al., 2002). En plus de leur implication dans des maladies 
génétiques rares, les mutations somatiques rendant des récepteurs constitutivement actifs 
peuvent également être impliquées dans la croissance cellulaire et dans le développement 
de cancers. Certains GPCRs, dont l'oncogène mas, ont été identifiés grâce à leurs 
propriétés tumorigéniques (Young et al., 1986). Les premières constatations in vitro 
d'activité mitogénique et tumorigénique de GPCRs constitutivement actifs ont été faites 
avec le récepteur a 18-adrénergique (Allen et al., 1991 ). Deux observations récentes 
confirment un rôle des récepteurs constitutivement actifs dans le développement du 
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cancer : i) un GPCR encodé par un virus de type herpès associé avec le sarcome de 
Kaposi agit comme un oncogène viral et un activateur d'angiogénèse (Bais et al., 1998); 
ii) des mutations permettant l'activité constitutive du récepteur «Smoothened», chez le 
hérisson, sont observées lors de carcinomes sporadiques de cellules basales (Xie et al., 
1998). L'utilisation ou le développement de récepteurs constitutivement actifs sont très 
pratiques pour l'étude de l'activité agoniste inverse de différents ligands, comme cela a 
été démontré pour les ligands du récepteur 132-adrénergique (Samama et al., 1994). 
Classification des ligands 
Pour les exemples précédents, un antagoniste neutre serait incapable de stabiliser 
préférentiellement un état ou un autre du récepteur. Certaines molécules, connues comme 
des agonistes inverses, permettraient cependant la diminution de la signalisation induite 
par l'activité de base élevée des récepteurs. Les agonistes inverses favorisent la 
stabilisation d'un état inactif, ce qui permet une diminution de la proportion des 
récepteurs en conformation active et une réduction du niveau basal d'activité de la 
signalisation (Chidiac et al., 1994; Samama et al., 1994; Shryock et al., 1998; Spadoni et 
al., 1998). Les ligands sont classés en trois grandes catégories : les agonistes, 
antagonistes et agonistes inverses. Lors d'une réponse spécifique, la liaison d'un 
agoniste au récepteur altère l'équilibre entre les conformations de récepteurs en favorisant 
l'état actif et en stabilisant cette conformation. Les antagonistes pourront diminuer une 
signalisation induite par l'agoniste, souvent en compétitionnant pour le site de liaison du 
récepteur. En absence d'agoniste, un antagoniste ne stabilisera aucune conformation 
préférentiellement, gardant le statu quo au point de vue conformationnel. Les agonistes 
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inverses ont une plus grande affinité pour l'état inactif plutôt que pour l'état actif. 
provoquent une diminution de la proportion de récepteurs sous la conformation active et 
une réduction du niveau basal d'activation cellulaire. Cependant, il est important de noter 
qu'un agoniste, antagoniste ou un agoniste inverse est caractérisé pour une réponse 
spécifique. Pour une autre voie de signalisation, un agoniste inverse pourrait très bien 
agir comme agoniste et activer une voie de signalisation, alors qu'un agoniste n'induira 
aucune signalisation (Baker et al., 2003). La classification des ligands est 
majoritairement faite par la caractérisation d'une seule voie de signalisation; souvent le 
dosage de la production d' inositols phosphates ou d' AMPc. Par le fait même, l'effet de 
ces ligands sur les autres voies de signalisation du récepteur reste indéterminé. De façon 
évidente, les agonistes inverses permettent le traitement de maladies causées par des 
mutations rendant les récepteurs constitutivement actifs. Par exemple, le sarcome de 
Kaposi pourrait être traité par des agonistes inverses dirigés contre le récepteur 
constitutivement actif KSHV (Rosenkilde et al., 1999; Rosenkilde et Schwartz, 2000). 
Des traitements contre des maladies induites par des récepteurs mutants constitutivement 
actifs liant diverses hormones telles que la PTH-PTHrP, TSH et LH peuvent être 
effectués par des agonistes inverses (Gardella et al., 1996). 
Activité constitutive des récepteurs 
L'utilisation des récepteurs constitutivement actifs permet la détection de 
molécules permettant l'inhibition de l'activité indépendante du ligand. L'expression de 
récepteurs constitutivement actifs augmente l'activité basale des protéines G ainsi que des 
systèmes effecteurs, en comparaison avec un système où les GPCR seraient absents. Une 
16 
substitution de la leucine 231 par une argmme (L231R) dans la troisième boucle 
intracellulaire du P AFR permet la stabilisation du récepteur en forme active et provoque 
une augmentation du niveau basal de production d'inositols phosphates dans les cellules 
COS-7 (Parent et al., l 996a). La co-expression du récepteur de type sauvage avec 
mutant découplé des protéines G D63N (substitution de l'aspartate 63 par une arginine) 
dans un ratio l :3 a démontré que le niveau de base d'inositols phosphates produits est 
supérieur à celui du récepteur de type sauvage (WT) ou D63N seuls (Le Gouill et al., 
1999). Le Gouill suggère que cette combinaison de récepteurs entraîne une activité de 
base constitutive pour la réponse en inositols phosphates puisque les récepteurs se 
retrouveraient en conformation active (Le Gouill et al., 1999). Cette combinaison de 
récepteurs serait également plus rigide, donc plus difficile à modifier son état d'activation 
(Le Gouill et al., 1999). La surexpression de protéines Gaq avec un GPCR dans les 
cellules de mammifères permet également d'augmenter le niveau basal de la réponse, 
probablement en augmentant la probabilité qu'un récepteur non-couplé rencontre une 
protéine G. Ce type d'activité a été démontré préalablement avec les récepteurs 
muscarinique, à l'histamine Hl et à la sérotonine 5-HT2A (Bakker et al., 2001; Burstein et 
al., 1997; Weiner et al., 2001). 
Activation des protéines G 
L'interaction ligand-récepteur s'effectue dans la cavité de liaison formée par 
l'arrangement cylindrique des domaines transmembranaires. Des interactions du ligand 
avec le récepteur peuvent également se produire avec la queue N-terminale ou avec 
d'autres régions extracellulaires (Braun et al., 1991). Une modification de la 
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conformation du récepteur peut s'effectuer et favorise le couplage à une protéine G. Les 
protéines G sont composées de 3 sous-unités distinctes : a, f3 et y. La classification des 
protéines G est basée sur la nature de leur sous-unité a (20 différentes) et consiste en 4 
catégories: Gq (Gq, Gll, G14, Gis, G16), Gi (Gi1, Gh (Gi2 bovine), Gh, Gi2L, Gi3, GoA, GoB, 
Ggust, Gu, Gt2, Gz), Gs (Gss, GLs, Go1f) et G12 (G12, GB) (Nurnberg et Ahnert-Hilger, 1996). 
Six sous-unités j3 et 12 y participent à la diversité de signalisation des GPCRs, par les 
différentes combinaisons utilisées entre elles ainsi qu'avec les sous-unités a (Hamm, 
1998). L'interaction d'une protéine G avec un GPCR permet un changement de la 
structure de la sous-unité a qui favorisera l'échange du GDP lié par du GTP. Cet 
échange affecte l'affinité des sous-unités composant la protéine G et provoque leur 
dissociation fonctionnelle. Les sous-unités a iront activer différents effecteurs comme 
des phosphodiestérases, des phospholipases ou des canaux ioniques (Hamm, 1998; Neer, 
1995). Les sous-unités f3y, quant à elles, pourront activer différents effecteurs tels que 
des canaux ioniques, des adénylates cyclases, des phospholipases, certaines kinases et la 
voie des MAP kinases (Clapham et Neer, 1997). Les effets des différentes kinases 
activées peuvent être directs ou amplifiés par une cascade d'effecteurs et jouent un rôle 
majeur dans la signalisation des GPCRs. 
La désensibilisation de la réponse des récepteurs 
Les études menées sur l'effet des protéines kinases A, Cet G, ainsi que sur les 
kinases spécifiques aux récepteurs à sept domaines transmembranaires (GRKs) ont 
permis de démontrer leur effet dans le contrôle de la réponse cellulaire conduisant au 
phénomène de désensibilisation (Hausdorff et al., 1990; Mundell et al., 1997; Schwiebert 
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et al., 1992; Zhou et Fishman, 1991). En effet, suite à l'activation du récepteur, une 
désensibilisation de la réponse du récepteur permet de limiter dans le temps les effets de 
la stimulation (Bohm et al., 1997). Ce phénomène se produit dans les secondes suivant la 
stimulation d'un récepteur par un ligand, et permet le découplage fonctionnel de la 
protéine G du récepteur. Un des mécanismes utilisés pour le découplage fonctionnel est 
la phosphorylation de résidus sérine/thréonine de la 3e boucles intracellulaire ou de la 
queue cytoplasmique (Ferguson et al., 1996a; Haga et al., 1996). Deux types de 
désensibilisation peuvent se produire, soit la désensibilisation hétérologue ou homologue. 
Dans le cas de la désensibilisation hétérologue, les différentes kinases activées pourront 
phosphoryler des composantes de la signalisation comme les phospholipases et même des 
récepteurs n'ayant pas participé à la signalisation, afin de moduler une réponse potentielle 
à leur ligand (Ali et al., 1997; Schwertschlag et Whorton, 1988). Dans le cas de la 
désensibilisation homologue, les GRKs semblent principalement impliquées par leur rôle 
dans la reconnaissance de la forme de récepteur lié à un agoniste, malgré que les 
protéines kinases à second messagers puissent également jouer ce rôle (Dautzenberg et 
Hauger, 2001; Nagayama et al., 1996). Chez plusieurs récepteurs tels que les récepteurs 
(:h-adrénergique, du PAF et de la rhodopsine, la phosphorylation induite par les GRKs 
favorise le recrutement de l'arrestine. Cette protéine est impliquée dans un autre 
phénomène important, l'internalisation des récepteurs (Ferguson, 2001; Miller et al., 
2003; Santini et al., 2000). 
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Endocytose des protéines membranai:res 
L'internalisation, aussi appelé séquestration des récepteurs permet un 
appauvrissement à la membrane du nombre de récepteurs ayant généré une réponse. 
L'internalisation permet de diminuer le nombre de récepteurs accessibles aux ligands 
extracellulaires étant donné la localisation vésiculaire des récepteurs internalisés 
(Ferguson et al., l 996b; Hertel et al., 1990). Ce phénomène peut permettre au récepteur 
de subir une resensibilisation, pour un retour à la surface cellulaire. Le ligand peut être 
dégradé lors de son entrée concomitante avec le récepteur par des vésicules riches en 
enzymes (Authier et al., 1996). Certains récepteurs subissent une déphosphorylation dans 
des vésicules riches en phosphatases 2A et 2B, avant d'être redirigés vers la membrane 
plasmique (Krueger et al., 1997; Pippig et al., 1995). Cependant, ce mécanisme général 
ne s'applique pas à tous les GPCRs. Par exemple, les récepteurs à l'endothéline (B) et 
récepteurs activés par les protéases (PARs), sont majoritairement ciblés à la dégradation 
par les lysosomes (Bremnes et al., 2000; Trejo et Coughlin, 1999). Dans le cas du 
récepteur à l'angiotensine (AT1AR), les récepteurs semblent retenus dans des 
compartiments endosomaux plutôt que ciblés à la dégradation lysosomale. En 
conséquence, ils ne sont donc pas recyclés à la membrane plasmique (Anborgh et al., 
2000; Zhang et al., 1999). Il existe plusieurs mécanismes pour un récepteur afin de 
pénétrer à l'intérieur de la cellule. L'internalisation par les vésicules à clathrines est 
probablement la mieux connue et est certainement la plus étudiée (Darnke et al., 1994; 
Goldenthal et al., 1984; Higgins et McMahon, 2002) (Figure 4). 
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Figure 4. Représentation du modèle d'endocytose des récepteurs par les vésicules à 
clathrine (Luttrell et Lejkowitz, 2002). 
La vésicule à clathrines est formée suite à une invagination de la membrane plasmique et 
recrute les récepteurs exprimés à la surface cellulaire. Après une série d'étapes bien 
régulées, l' invagination subit un pincement par l'effet de la dynamine et une vésicule est 
formée (Kirchhausen, 2000; Moore et al. , 1987; Mukherjee et al. , 1997; Pearse et al. , 
2000). Les protéines de la famille des arrestines peuvent servir d 'adaptateurs entre 
différents récepteurs dont le ~2-adrénergique et le µ-opioïde et les composantes des 
vésicules à clathrines (Goodman et al. , 1996; Goodman et al. , 1998; Zhang et al., 1998). 
De plus, la phosphorylation par les GR.Ks semble faciliter l' internalisation des récepteurs 
sans toutefois être nécessaire (Ferguson et al. , 1995; Hausdorff et al. , 1989). La majorité 
des récepteurs semble transiter par cette voie d' endocytose. Cependant, même avant le 
développement de protéines dominantes négatives interférant spécifiquement avec la 
formation des vésicules à clathrines, différents rapports sont venus appuyer l' hypothèse 
21 
que d'autres mécanismes puissent permettre !'endocytose de certains récepteurs tels que 
les récepteurs f:h-adrénergique, de la cholecytokinine ainsi que de l'angiotensine AT1A à 
l'intérieur d'une cellule (Benmerah et al., 2000; Chenet al., 1998; Raposo et al., 1989; 
Roettger et al., 1995; Zhang et al., 1996). Les différentes voies ne nécessitant pas les 
clathrines permettent l'entrée de larges particules ou de petites portions solubles en 
compagnie d'une portion de membrane. Ces mécanismes sont la phagocytose, la 
macropinocytose, l'endocytose médiée par les caveolae et l'internalisation constitutive 
indépendante des clathrines (Nichols et Lippincott-Schwartz, 2001). 
La phagocytose est principalement retrouvée chez les macrophages et autres 
phacocytes qui engouffrent de larges particules par l'extension de pseudopodes entourant 
la molécule à endocyter. L'internalisation est typiquement déclenchée par la liaison d'un 
ligand à un récepteur capable d'induire un stimulus phagocytique. Il en résulte une 
exocytose localisée au site d'attachement de la particule et le pseudopode engouffre la 
particule dans un phagosome (Mellman, 2000; Mellman et Warren, 2000). La 
macropinocytose entraîne la formation de grosses vésicules irrégulières très dynamiques. 
Leur transit entre la membrane et le centre de la cellule persiste durant environ 5 à 20 
minutes (Hewlett et al., 1994; Nichols et Lippincott-Schwartz, 2001). La composition 
des macropinosomes ne semble cependant pas être différente de la membrane plasmique 
de laquelle ils sont dérivés. Il semble que ces structures soient riches en 
phosphoinositides spécifiques et en marqueurs de radeaux lipidiques (Hurley et Meyer, 
2001; Manes et al., 1999). La régulation de ces vésicules se fait via la GTPase ARF6. La 
surexpression d'un mutant d' ARF6 en conformation n'accueillant que le GTP résulte en 
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une accumulation des macropinosomes à la surface cellulaire (Radhakrishna et 
Donaldson, 1997). Il semblerait que les effecteurs en aval d' ARF6 soient des 
composantes du cytosquelette, comme l'actine ou la Hssh3bpl (human spectrin SH3-
domain-binding protein 1) (Xu et al., 2000). Le recyclage de ces vésicules permettrait la 
reconstitution de l'hétérogénéité de la membrane plasmique. 
L'endocytose via les caveolae entraîne la formation d'invaginations et celles-ci 
sont associées aux cavéolines. Ces protéines font partie de la famille des protéines liant le 
cholestérol et permettent la formation et le maintien de ces structures (Kurzchalia and 
Parton, 1999; Pelkmans and Helenius, 2002). Les caveolae sont des portions de 
membranes plasmiques invaginées présentes chez plusieurs types cellulaires et sont 
impliquées dans la transcytose et endocytose de composés sanguins, principalement chez 
les cellules endothéliales (Kurzchalia and Parton, 1999). La composition des caveolae 
ressemble beaucoup à celle des radeaux lipidiques. Ces régions sont enrichies en 
cholestérol, glycosphingolipides, protéines ancrées aux glycophosphatidylinositol (GPI) 
et plusieurs protéines membranaires (Brown and London, 1998; Simons and Ikonen, 
1997). Plusieurs douzaines de récepteurs membranaires, molécules de signalisation et 
transporteurs membranaires sont localisés dans les caveolae. Les caveolae peuvent agir 
en tant que centrale de signalisation dans les cellules, en plus de leur rôle dans 
l'endocytose de molécules spécifiques (Ceresa and Schmid, 2000). Alors que les 
phénomènes d'endocytose précédents se produisent après stimulation, les cellules non-
stimulées sont elles aussi capables de provoquer une endocytose de protéines 
membranaires de façon indépendante des clathrines (Lamaze et al., 2001; Nichols and 
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Lippincott-Schwartz, 2001; Puri et al., 2001). Par exemple, l'endocytose du récepteur à 
l'interleukine 2 était tout à fait normale malgré l'expression d'un mutant de la protéine 
Epsl5, réputé pour bloquer la formation des vésicules à clathrines (Lamaze et al., 2001). 
Plutôt que de circuler vers les endosomes précoces tel qu' observé lors de 1' endocytose 
des vésicules à clathrine, il semble que la voie constitutive d'endocytose indépendante 
des clathrines permette une accumulation des protéines à l'appareil de Golgi (Martin and 
Pagano, 1994; Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001). Cependant, l'endocytose par ce 
mécanisme semble beaucoup moins efficace puisque le taux d' endocytose est de 0,5% 
min-1, comparativement à 10% min-1 pour l'endocytose dépendante des clathrines 
(Mukherjee et al., 1997). Un taux de 0,5% min-1 permet un transit des protéines 
membranaires à l'appareil de Golgi chaque deux ou trois heures (Nichols et Lippincott-
Schwartz, 2001 ). Malgré que différentes voies puissent être utilisées pour entraîner 
l'endocytose de récepteurs membranaires, certaines protéines nécessaires à l'endocytose 
semblent être partagées par plusieurs mécanismes. Par exemple, la dynamine est 
nécessaire à !'endocytose par les caveolae tout comme elle l'est pour !'endocytose par les 
vésicules à clathrines (Henley et al., 1998; Oh et al., 1998). Sinon, il semble qu'une autre 
GTPase, ARF6, puisse prendre la relève de la dynamine (Radhakrishna et Donaldson, 
1997). 
Alors qu'une partie des récepteurs internalisés échappe à la protéolyse en étant 
déphosphorylés, resensibilisés et recyclés à la membrane plasmique, une portion des 
récepteurs internalisés subit le même sort que le ligand et est dégradé. La diminution en 
nombre de récepteurs dans une cellule aide au phénomène d'adaptation cellulaire à une 
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stimulation répétée ou soutenue avec un agoniste (Hertel et al., 1985; Lohse, 1993). Ce 
phénomène permet une désensibilisation à long terme de la réponse et implique très 
souvent une baisse de synthèse de nouveaux récepteurs en plus de la dégradation des 
récepteurs existants et est connue sous le terme «down-regulatiom> ou régulation à la 
baisse du nombre de récepteurs (Figure 4) (Milligan, 1993). 
Recyclage ou dégradation? 
Deux hypothèses sont suggérées afin d'expliquer le triage des molécules vers la 
dégradation ou le recyclage. La première, le tri post-endocytique, suggère que suite à 
l'internalisation par une voie commune, les récepteurs suivraient une voie différente lors 
du recyclage vers la membrane plasmique ou du transit vers la protéolyse (Gagnon et al., 
1998). Lors de la coexpression du récepteur th-adrénergique et du récepteur ô-opioïde 
dans les cellules HEK293, il a été montré que les deux récepteurs ont des cinétiques 
d' endocytose similaires, médiées par les vésicules à clathrines et impliquant le transport 
via les endosomes précoces. Cependant, leur cinétique de protéolyse est très différente; 
la demi-vie du récepteur Bi-adrénergique est estimée à six heures alors que la protéolyse 
du récepteur ô-opioïde est pratiquement complétée après deux heures d'exposition à 
l'agoniste. Des études récentes sur le récepteur f32-adrénergique ont montré qu'une 
mutation dans la portion distale de la queue cytoplasmique du récepteur entraîne un effet 
prononcé sur la circulation entre le recyclage et le lysosome sans toutefois causer d'effet 
détectable sur !'endocytose du récepteur (Cao et al., 1999). Ce mécanisme agit par un 
motif PDZ Œ.SD95/SAP90, DLG, Z.0-1) qui interagit avec le «Na+-H+ exchanger 
regulatory factor» (NHERF) aussi connu comme EBP50 ( ezrin-radixin-moesin binding 
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phosphoprotein 50) et lie ce complexe à l'actine du cytosquelette (Hall et al., 1998a; Hall 
et al., 1998b; Reczek et al., 1997). Le mécanisme d'endocytose des récepteurs fo-
adrénergique et ô-opioïde se fait par les vésicules à clathrines, mais les voies utilisées 
diffèrent grandement lors du tri post-endocytique entre le recyclage et la dégradation. 
Une étude démontre qu'une séquence de 4 acides aminés (DSLL) du récepteur ~2-
adrénergique comprise dans le domaine d'interaction PDZ est un signal transplantable 
suffisant pour modifier les voies d 'endocytose du récepteur ô-opioïde en un recyclage 
rapide et ainsi inhiber la dégradation protéolytique des récepteurs. Il semble donc que ce 
soit la première description d'un signal permettant un recyclage rapide de certaines 
protéines membranaires et que le phénomène de recyclage ne soit pas induit via un flot 
des protéines en vrac mais plutôt par un tri sélectif lors de l'endocytose (Gage et al., 
2001). Les opérations de tri décidant du destin des récepteurs se produiraient dans les 
endosomes précoces et feraient la sélection de la voie à prendre pour chaque récepteur 
soit vers les endosomes recyclants ou vers la dégradation lysosomiale (Roettger et al., 
1995). La deuxième hypothèse, le tri pré-endocytique, suggère que la sélection des voies 
pour le recyclage et pour la dégradation protéique sont distinctes et établies avant 
l'internalisation du récepteur (Roettger et al., 1995). Par exemple, le récepteur de la 
cholecystokinine peut passer dans un même type cellulaire par deux mécanismes distincts 
pour son endocytose soit via les vésicules à clathrines ou par les caveolae. Il existe 
également des évidences que les mécanismes d'endocytose ciblent le récepteur de la 
cholecystokinine vers des voies distinctes (Roettger et al., 1995). De plus, la 
coexpression des récepteurs à la dopamine Dl et D2 démontre que ces récepteurs ne 
nécessitent pas les mêmes protéines pour leur endocytose et les récepteurs sont observés 
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dans des vésicules différentes immédiatement après l'internalisation dans le même type 
cellulaire. On observe cependant un taux de protéolyse similaire pour les deux récepteurs 
à la dopamine malgré la différence au niveau des processus d'endocytose (Vickery et von 
Zastrow, 1999). Il semble donc évident que plusieurs mécanismes d' endocytose peuvent 
se produire en même temps et dans les mêmes cellules, suggérant donc plusieurs 
mécanismes d'internalisation. 
Les endosomes précoces et circulation intracellulaire GTPases Rab et autres 
marqueurs des endosomes précoces 
Les protéines Rab sont de petites GTPases qui régulent le transport vésiculaire 
lors de !'endocytose et de !'exocytose. Plus de 60 de ces protéines ont été découvertes 
jusqu'à maintenant et chacune d'entre elles semble associée spécifiquement à un organite 
ou à une voie particulière (Zerial et McBride, 2001 ). Cependant, seulement une fraction 
des fonctions de ces protéines a été caractérisée. Par exemple, la protéine Rab4 est 
impliquée dans le recyclage endocytique vers la membrane plasmique alors que Rab5 et 
Rab7 permettent l'internalisation des vésicules à clathrines jusqu'à la fusion avec les 
endosomes précoces et le transport des endosomes précoces aux tardifs (Bucci et al., 
1992; Daro et al., 1996; Gorvel et al., 1991). Il semble donc que par des étapes 
séquentielles, les protéines Rab lient différents effecteurs et régulent de façon spatio-
temporelle le transport vésiculaire (Christoforidis et al., l 999a; Christoforidis et al., 
1999b). Chez les GPCRs, quelques études ont porté sur l'implication de ces différentes 
protéines dans l'endocytose et la circulation intracellulaire des récepteurs. Par exemple, 
l'utilisation de protéines dominantes négatives des GTPases Rab5 et Rab7 démontre que 
27 
le récepteur K-opioïde humain utilise une voie permettant la dégradation des récepteurs 
qui soit dépendante de ces GTPases (Li et al., 2000). De plus, la surexpression de 
protéines dominantes négatives de Rab5 chez les cellules neuroendocriniennes PC12 
exprimant le récepteur m4 muscarinique produit un effet sur la localisation membranaire 
du récepteur, réduit son internalisation et réduit la taille des vésicules d'endocytose 
comprenant ce récepteur (Volpicelli et al., 2001). L'expression de Rab5 constitutivement 
active favorise la localisation intracellulaire du récepteur m4 muscarinique et produit de 
larges vésicules dans lesquelles on retrouve le récepteur (Volpicelli et al., 2001). Il 
semble donc que les protéines Rab aient un rôle dans le contrôle de l'endocytose et de la 
circulation intracellulaire des GPCRs. 
Cependant, les GTPases Rab ne sont pas les seules protéines impliquées dans le 
phénomène d' endocytose des récepteurs. Ces autres protéines peuvent également servir 
comme marqueurs de la circulation intracellulaire des récepteurs membranaires. À la 
suite du détachement de la vésicule de la membrane plasmique par la dynamine, la 
clathrine des vésicules est isolée et les vésicules sont fusionnées aux endosomes précoces. 
Les membranes des endosomes précoces contiennent des pompes à proton activées par 
l' ATP qui génèrent une diminution de pH. Elles contiennent aussi des protéines 
spécifiques comme EEAI ( early endosome auto-antigen I), ayant comme fonction 
l'attachement des endosomes précoces aux autres vésicules (Bucci et al., 1992; Gorvel et 
al., 1991; Zerial et McBride, 2001). Au niveau des endosomes précoces, le pH se situe 
entre 5,5 et 6,0 contrairement à un pH de 7,2 pour le cytoplasme de la cellule. Le pH des 
endosomes permet la dissociation du complexe ligand-récepteur (Rosenfeld et al., 2002). 
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Rubino a démontré que des effecteurs de Rab5 tels que Rabaptin5, Rabex5, h VPS34 et 
EEAI étaient nécessaires lors de la fusion des membranes des endosomes avec celles des 
vésicules endocytiques (Rubino et al., 2000) EEAI est donc un excellent outil de 
localisation cellulaire, puisque cette protéine n'est exprimée qu'aux endosomes précoces. 
Désensibilisation à long terme : régulation de l'expression membranaire et ciblage 
vers la dégradation 
Suite à une activation prolongée ou répétée des GPCRs, une désensibilisation à 
long terme permet une atténuation graduelle de la réponse cellulaire. Ce type de 
phénomène est très fréquent pour les cellules neuronales et son action semble 
cliniquement pertinente lors de la prise de médicaments neuropsychiatriques (Blanchard 
et al., 1983; Law et al., 1982; Roth et al., 1998). Il semble qu'une «down-regulation» ou 
désensibilisation à long terme puisse se produire par un changement conformationnel du 
récepteur, sans perte détectable de récepteurs (Wang et al., 1989). Cependant, dans la 
majorité des cas, la désensibilisation à long terme est associée à une perte nette de 
récepteurs membranaires. Les premières études sur le sujet ont démontré que pour 
contrer le phénomène de perte, une néosynthèse était nécessaire (Doss et al., 1981). 
L'internalisation des récepteurs amène également une perte de récepteurs à la membrane 
plasmique, mais favorise une redistribution des récepteurs vers une localisation 
intracellulaire plutôt qu'une perte nette de récepteurs exprimés. De nombreuses études 
portant sur la «down-regulatiom> ont démontré qu'un changement dans le taux de 
synthèse et de dégradation des récepteurs permet le contrôle du nombre de récepteurs 
exprimés dans les cellules. Par exemple, les niveaux d' ARN messager du récepteur f:h-
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adrénergique sont modulés par une régulation transcriptionnelle du gène du récepteur 
ainsi qu'une modification de la stabilité de 1' ARN messager du récepteur (Collins et al., 
1989; Tholanikunnel et Malbon, 1997). Les études pharmacologiques sur le taux de 
renouvellement des récepteurs suggèrent fortement que les récepteurs subissent une 
dégradation régulée par la stimulation du récepteur, et que cette protéolyse est le 
mécanisme principal de désensibilisation à long terme des GPCRs (Heck et Bylund, 
1998). Différents mécanismes sont suggérés pour la protéolyse des GPCRs. Des études 
de fractionnement sous-cellulaire, inhibition biochimique de la protéolyse lysosomiale et 
localisation immunocytochimique des récepteurs suggèrent fortement que la dégradation 
protéolytique de plusieurs GPCRs de mammifères est associée avec la translocation des 
récepteurs aux lysosomes (Ko et al., 1999). Une cascade d'événements permettent le 
transport des endosomes précoces vers les endosomes tardifs et les lysosomes (Zerial et 
McBride, 2001). Les endosomes tardifs sont enrichis en protéine Rab7 ainsi qu'en 
récepteurs mannose-6-phosphate, qui permettent respectivement une régulation du traffic 
vers les lysosomes et le transit des hydrolases du Golgi aux endosomes tardifs (Chavrier 
et al., 1990; Gorvel et al., 1991). Lors de la fusion des endosomes tardifs avec les 
lysosomes, le pH dans la vésicule nouvellement formée permet l'activation des protéases 
contenues dans les lysosomes (Rosenfeld et al., 2002). L'acidification des lysosomes 
jusqu'à un pH situé entre 5,5 et 6,0 est permise grâce aux pompes à ions H+ retrouvées à 
la surface de ces structures. Les enzymes lysosomales permettront par la suite la 
dégradation des récepteurs contenus dans les lysosomes. 
30 
Mécanismes de dégradation des récepteurs 
Les premiers résultats obtenus dans les études sur la protéolyse des GPCRs avec 
les récepteurs f32-adrénergique et ô-opioïde stimulés appuyaient déjà l'hypothèse que la 
dégradation était réalisée dans les lysosomes (Law et al., 1984). Depuis, de nombreux 
autres récepteurs tels que les récepteurs K- et ô-opioïde, le récepteur activé par les 
protéases (PAR-1) ainsi que le récepteur CXCR4 semblent dégradés aux lysosomes 
(Gagnon et al., 1998; Li et al., 2000; Marchese et Benovic, 2001; Moore et al., 1999; 
Tanowitz et Von Zastrow, 2002; Tsao et al., 2001; Wang et al., 2002). Cependant, de 
nombreuses évidences montrent l'existence de voies distinctes, ne nécessitant pas 
obligatoirement !'endocytose du récepteur ou la protéolyse lysosomiale. Un exemple 
démontrant ce fait est celui du récepteur V2 de la vasopressine. Les récepteurs stimulés 
de membranes isolées subissent un clivage endoprotéolytique de la portion N-terminale 
du domaine extracellulaire par une métalloprotéinase associée à la membrane plasmique 
(Kojro et Fahrenholz, 1995). Une étude plus récente démontre que le récepteur fh-
adrénergique peut également subir une protéolyse indépendante du lysosome dans des 
cellules intactes mais par un mécanisme distinct de celui du récepteur V2 (Jockers et al., 
1999). En principe, on pourrait croire que la dégradation non-lysosomiale provient d'une 
dégradation via le protéasome, un mécanisme utilisé par de nombreuses protéines 
cytosoliques, nucléaires et membranaires (Bochtler et al., 1999; Hicke, 1999). 
Cependant, le mécanisme indépendant des lysosomes pour le récepteur 132-adrénergique 
est résistant aux inhibiteurs du protéasome (Jockers et al., 1999). Le protéasome est 
capable de dégrader certains GPCRs comme les récepteurs K- et µ-opioïde après 
activation et endocytose des récepteurs à la membrane plasmique (Chaturvedi et al., 
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200 l; Li et al., 2000). Les récepteurs 132-adrénergique et ô-opioïde peuvent également être 
dégradés par le protéasome, mais seulement après leur passage au réticulum 
endoplasmique. Le mécanisme sous-jacent ne serait pas dépendant de l'endocytose en 
provenance de la membrane plasmique (Petaja-Repo et al., 2001). Également, il semble 
que les récepteurs CXCR4 et CCR5 soient «down-régulés» de la surface cellulaire par un 
mécanisme dépendant du protéasome. Les auteurs rapportent également que le récepteur 
CCR5 peut directement interagir avec une sous-unité du protéasome, soit la sous-unité 
<;, (Femandis et al., 2002). De plus en plus d'études démontrent que l'ubiquitination 
pourrait jouer un rôle dans la dégradation protéolytique des récepteurs (Hicke, 1999; 
Strous et al., 1996). La poly-ubiquitination est un mécanisme bien connu de ciblage de 
protéines cytosoliques pour la dégradation au protéasome. Ces protéines sont marquées 
par l'attachement d'une queue de plusieurs protéines ubiquitines sur des résidus lysines, 
qui sert de signal de ciblage pour la dégradation. La modification d'une protéine avec 
une chaîne polypeptidique d'ubiquitine peut être programmé génétiquement ou acquise 
suite à une phosphorylation, un attachement à une protéine adaptatrice ou par des 
dommages dus à la fragmentation, l'oxydation ou le vieillissement cellulaire (Hershko et 
Ciechanover, 1998; Larrey et Hochstrasser, 1999; Strous et Govers, 1999; Wilkinson, 
2000). L 'ubiquitination ne joue pas un rôle seulement dans le ciblage au protéasome. Un 
autre type d'ubiquitination, la mono-ubiquitination peut permettre le ciblage de protéines 
vers une dégradation lysosomiale comme observé dans le cas du récepteur CXCR4 
(Marchese et Benovic, 2001). Il semble que le récepteur f:h-adrénergique puisse 
également être dégradé par des mécanismes indépendants de l' endocytose dans certains 
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types cellulaires (A431 et cellules L) et par des mécanismes dépendants de l'endocytose 
impliquant le lysosome lorsque exprimé dans les cellules HEK293 (Jockers et al., 1999). 
De façon intéressante, il n'y a pas que les agonistes qui puissent favoriser la 
régulation négative du nombre de récepteurs de la cellule. La clozapine est un anti-
psychotique atypique faisant partie de la nouvelle génération de médicaments pour la 
schizophrénie. Il agit sur de nombreux neurorécepteurs dont le récepteur à la dopamine 
D2 et les récepteurs à la sérotonine (5-HT2A, 5-HT6, 5-HT1). Différentes études 
démontrent que la clozapine, et quelques autres antagonistes des récepteurs SHT 2N 2c 
peuvent réguler à la baisse le nombre des récepteurs 5-HT2N 2c16 à la membrane, alors que 
le nombre du 5-HT1 est régulé à la hausse par la clozapine (Oekelen et al., 2001; 
Zhukovskaya et Neumaier, 2000). Ce n'est cependant pas le cas de tous les antagonistes 
ou agonistes inverses. Le deramciclane est un anxiolytique agissant comme agoniste 
inverse sur le récepteur à la sérotonine 5-HT2c, mais il est incapable de promouvoir la 
régulation négative de ce même récepteur (Palvimaki et al., 1998). On peut donc croire 
que différentes façons existent pour dégrader les récepteurs et que différents types de 
ligands peuvent induire cette régulation à la baisse des récepteurs. 
Régulation de l'expression membranaire du récepteur du PAF 
Différents antagonistes ont été utilisés lors de plusieurs maladies fréquentes telles 
que l'asthme, les maladies vasculaires, diabète, septicémies et ont amélioré la condition 
des sujets étudiés (Peplow, 1999). Plusieurs antagonistes de structures différentes 
peuvent lier le récepteur du PAF et plusieurs d'entre eux ont un potentiel thérapeutique 
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intéressant. Puisque plusieurs phénotypes sont induits chez les souris transgéniques 
exprimant le récepteur du PAF, une augmentation de l'activité du PAFR est observée et 
pourrait constituer une cible intéressante pour les agonistes inverses. Jusqu'à maintenant, 
la majorité des ligands liant le récepteur du PAF n'étaient pas encore caractérisés pour 
leur activité agoniste inverse et étaient classifiés sommairement comme compétionnant 
pour la liaison du PAF sur le récepteur, comme des antagonistes neutres. Le chapitre II 
présente une étude caractérisant diverses molécules connues comme étant capable 
d'antagoniser la liaison du PAF à son récepteur. Les chapitres III et IV présentent deux 
études qui tentent d'élucider les mécanismes de base de la régulation négative du 
récepteur du PAF, soit les voies d' endocytose et de circulation intracellulaire suite à une 
stimulation au PAF ou au WEB2086, le type de dégradation protéolytique utilisé ainsi 
que certains facteurs favorisant cette dégradation, comme la phosphorylation du 
récepteur. Les mécanismes menant au contrôle de l'expression du PAFR à la surface 
cellulaire ont été très peu étudiés jusqu'à maintenant. Il est connu que la régulation 
négative du récepteur du PAF se produit chez les lymphocytes B, dans les poumons après 
la naissance d'un rejeton et dans des explants artériels et que le contrôle de l'expression 
du récepteur du PAF soit nécessaire dans la réponse inflammatoire afin de contrebalancer 
la production locale du PAF (Chang et al., 2001; Ibe et al., 2000; Zhuang et al., 2000). 
Du point de vue mécanistique, plusieurs études ont démontré le rôle des protéines kinases 
C dans la régulation de l'expression du P AFR ou de la réponse au PAF (Chao et al., 
1990; Shirasaki et al., 1994; Thivierge et al., 1996; Yue et al., 1992a; Yue et al., 1992b). 
Jusqu'à maintenant, différents éléments permettant la régulation du récepteur du PAF ont 
été étudiés mais aucune étude n'a tenté d'élucider la suite d'événements par lequel ce 
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contrôle est effectué. Les études présentées dans le cadre de cette thèse tentent 
d'effectuer un lien entre les différents mécanismes moléculaires et la physiologie du 
récpeteur observés. Une meilleure compréhension des mécanismes de base de la 
régulation négative du P AFR et de la signalisation induite par les agonistes inverses 
donneront des outils pour la mise en place de modèles généraux de la régulation du 
récepteur et facilitera le développement de médicaments ciblant efficacement une étape 
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Summa:ry 
Platelet-activating factor (PAF) is a potent phospholipid mediator involved in several 
diseases such as allergie asthma, atherosclerosis and psoriasis. The human PAF receptor 
(PAFR) is a member of the G protein-coupled receptor family. Following stimulation, 
receptors become rapidly desensitized; this refractory state can be maintained for hours 
and is dependent on P AFR phosphorylation, internalization and down-regulation. In this 
report, we show that the inverse agonist, WEB2086, induced phosphorylation and down-
regulationof PAFR. Using inhibitors, we determined that both the agonist, PAF, and 
WEB2086 could induce phosphorylation of P AFR by PKC. U sing dominant negative 
(DN) mutants of PKC isoforms, we showed that DN PKC E, 8 and ~ inhibited WEB2086-
stimulated PAFR phosphorylation, whereas P AF-stimulated phosphorylation was 
inhibited by DN PKC a, ô, E and ~- Further investigation demonstrated that WEB2086 
induced P AFR down-regulationwhich could be blocked by PKC inhibitors and DN 
PKCj3. WEB2086-induced down-regulationwas dynamin-dependent but arrestin-
independent. Unlike PAF, WEB2086-stimulated intracellular trafficking of P AFR was 
independent ofRab5. Specific inhibitors of lysosomal proteases and of proteasomes 
were both effective in reducing the ligand-induced PAFR down-regulation, indicating the 
importance of receptor targeting to both lysosomes and proteasomes in long-term cell 
desensitization to WEB2086. These results indicate that although both agonists and 
inverse agonists induce receptor down-regulation, this may be accomplished through 
different signal transduction and trafficking pathways. 
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Introduction 
Platelet-activating factor (PAFt is a potent phospholipid mediator released from 
activated basophils, platelets, macrophages, polymorphonuclear neutrophils and many 
other cell types (1). In humans, various diseases have been associated with PAF such as 
allergie asthma, endotoxic shock, acute pancreatitis, atherosclerosis and dermal 
inflammation including psoriasis and pruritis (2,3). PAF activity is mediated through the 
binding and activation of a specific, high-affinity PAF receptor (P AFR) on the target cell 
surface. The PAFR belongs to the family of G-protein coupled receptors (GPCR) and its 
signaling is linked to activation of various second messenger systems such as protein 
kinase C (PKC), phospholipases A2, C and D, mitogen-activated protein kinase cascades 
and the Jak/STAT pathway (4-13). 
PAF-dependent cell activation can be inhibited by a variety of structurally distinct 
molecules such as Alprazolam, BN52021 (Ginkgolide B), WEB2086 and many others. 
WEB2086, a benzodiazepine, has been used in studies for treatment of asthma (14, 15) 
and may also have some benefits in atherosclerosis and dermatitis (16,17). In a previous 
study, we demonstrated that WEB2086 and other antagonists can act as inverse agonists 
for PAFR (18). 
The two-state equilibrium model of receptors can be used to illustrate the inverse agonist 
activity of certain ligands. Many GPCRs are spontaneously active, suggesting the 
presence of two conformational states, an equilibrium between active and inactive states 
in the absence of agonist (19-21). Agonist binding to the receptor alters the equilibrium, 
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favors the active state of the receptor and helps in stabilizing this conformation. In the 
absence of an agonist, antagonists do not preferentially stabilize either of the two 
conformations. Compounds displaying inverse agonism should have a higher affinity for 
the inactive state compared to the active conformation, resulting in a decrease in the 
proportion of receptors in an active conformation, and a reduction in the basal activation 
of effector mechanisms. Studies of the relationship between ligand structure and their 
properties may make it possible to predict secondary effects of some of these molecules 
in therapy and to develop new molecules with the desired characteristics, such as ligands 
which can induce short or long-term desensitization, without inducing undesired effector 
cascades. 
The attenuation of GPCR signaling, after stimulation, is known as desensitization and 
involves several distinct mechanisms. Within seconds after agonist binding, GPCRs 
become functionally uncoupled from G proteins, and rapidly phosphorylated by different 
protein kinases such as G-protein coupled receptor kinases (GRK), PKC and PKA 
(22,23). Receptor phosphorylation and interaction with GRKs and arrestins can, in 
additon to G-protein uncoupling, promote intemalization. Certain receptors then undergo 
endocytosis into endosomes and colocalize with the transferrin receptor and the ras-
related Rab5 GTPase (24,25). After endocytosis, a receptor can be recycled to the cell 
surface or targeted for degradation. The down-regulationof the total number of receptors 
occurring after a prolonged treatment with an agonist (typically over periods of several 
hours) is thought to mediate long-term desensitization (26). 
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In the present study, we investigated the signal transduction pathways induced by 
WEB2086, a P AFR inverse agonist, and their role in P AFR physiology. The possibility 
of signaling by inverse agonists was previously suggested by antagonist-mediated 
signaling by 5HT receptors (27-32). In addition, a recent study, identified WEB2086 as a 
potent inducer of differentiation in murine erythroleukemia cells (MELC), 
erythroleukemia K562, HEL cells and promyelocytic leukemia HL60(33). Our results 
suggest that WEB2086 induced the activation of the PKC signaling pathway, as did the 
agonist PAF, however the isozymes activated by the two ligands were different. In 
addition, we had recently demonstrated that PAF-induced receptor endocytosis was 
necessary for P AFR down-regulationand that trafficking towards lysosomal degradation 
proceeded via the early and late endosomes, but that proteasomal degradation also 
occurred (24). Here we show that WEB2086 can also induce PAFR down-regulation, but 
through the activation of different signaling and trafficking pathways than PAF. Our 
results indicate that inverse agonists can not only prevent agonist-induced signaling, but 




Reagents were obtained from the following sources: WEB 2086 from Boehringer-
Ingelheirn (Ingelheim, Germany), RPMI 1640, DMEM high glucose and DMEM high 
glucose without L-Methionine and L-Cystine from Invitrogen Canada Inc. (Burlington, 
ON, Canada), bovine serum albumin, fetal bovine serum (FBS), GF109203X, 
chloroquine and protein A-Sepharose from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada), 
FuGENE-6 Transfection reagent from Roche (Mississauga, ON, Canada), Redivue Pro-
Mix 35S-methionine, 32Phosphorus and Hyperfihn MP from Arnersham Biosciences (Baie 
d'Urfé, QC, Canada), Proteasome inhibitor I (PSI) clasto-lactacystin f3-lactone and (2S, 
3S) trans-epoxysuccinyl-L-leucylarnido-3-methylbutane ethyl ester (EST) were from 
Calbiochem (San Diego, CA, USA). 3H-myo-inositol was obtained from Arnersharn-
Pharrnacia Biotech (Piscataway, NJ, USA) and Dowex AG1-X8 colurnns from Bio-RAD 
Laboratories (Hercules, CA, USA). The anti-cMyc antibody clone 9El0 was obtained 
from American Type Culture Collection (Manassas, V A, USA), fluorescein 
isothiocyanate-conjugated goat anti-mouse antibody from Jackson ImmunoResearch 
Laboratories Inc. (West Grove, PA, USA). The rhodamine-conjugated goat anti-mouse 
antibody was obtained from Bio/CAN Scientific (Mississauga ON, Canada). 
Cell culture, constructs and transfections 
COS-7 cells were grown in DMEM high glucose supplemented with l 0% FBS and 
transfected using FuGENE-6. Cells were plated at a density of 2.5xl 06 cells/dish in 1 OO 
mm dishes and transfected according to manufacturer' s instructions, using 16 µl of 
60 
FuGENE-6 and 8 µg ofDNA. Experiments were carried out 24 hours after transfection. 
Rab5 and Rab7 constructs were obtained as previously described (24) Dr. Gilles Dupuis 
and Dr. Jean-Guy Lehoux (Université de Sherbrooke) provided us the different constructs 
of constitutively active and dominant negative PKC. 
lnositol phosphate determination 
COS-7 cells were cotransfected with DNA encoding cmyc-epitope tagged (N-terminus) 
WT receptor as described previously (24). The following day, cells were labeled for 18-
24h with 5 µCi/ml of 3H-myo-inositol in DMEM (high glucose, without inositol). After 
labeling, cells were pre-incubated with LiCl at a final concentration of 20 mM for 10 min 
at 37°C. Cells were then stimulated for 15 min and the reaction was terminated by the 
addition of perchloric acid. After an incubation of 30 min on ice, inositol phosphates 
were extracted and separated on Dowex AG l-X8 columns (Bio-RAD Laboratories, 
Hercules, CA). 3H-labeled inositol phosphate levels were then evaluated by liquid 
scintillation. 
Metabolic labeling and immunoprecipitation of the PAF receptor 
Metabolic labeling and imrnunoprecipitation of the P AFR were done as previously 
described (24). Briefly, 24 hours post-transfection, cells were washed with PBS and 
incubated in DMEM high glucose without L-Methionine and L-Cystine for 30 min, at 37 
°C. Then, 115 µCi of Redivue Pro-Mix 35S-methionine was added for 2 hours, at 37 °C. 
Medium was removed and cells were then incubated for 2 hours in DMEM high glucose 
with 10 % FBS. Pretreatments and stimulation with WEB2086 (10-5M) were performed 
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for the indicated times. In the phosphorylation experiments, cells were washed with PBS 
and incubated in DMEM high glucose without sodium phosphate for 30 min, at 37 °C. 
Then, 80 µCi of 32Phosphorus was added for 2 hours, at 3 7 °C. Samples were lysed in 
0.9 ml of RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.5 % sodium 
deoxycholate, l % IGEPAL, 0.1%SDS,2 µg/ml aprotinin, 1 µM/ml leupeptin, 10 µg/ml 
soybean trypsin inhibitor and l OO µg/ml AEBSF). The lysate was solubilized by 
incubation at 4 °C for 30 min, precleared with 50 µlof protein A-Sepharose beads at 4 °C 
for 1 h, and clarified by centrifugation at 14,000 rpm for 10 min. The precleared lysate 
was incubated with an anti-c-Myc antibody for 30 min, then 50 µlof protein A-Sepharose 
beads were added and the mixture was incubated for l h. After extensive washing with 
RIPA buffer, the immunoprecipitated proteins were eluted from beads with 50 µl of SDS 
sample buffer, resolved by SDS-PAGE, and dried gels were exposed to Hyperfilm MP. 
Kinase Assay 
The kinase assays were performed using the kinase assay protocol described by Upstate 
(Lake Placid, NY, USA) with modifications. The reaction was performed for 15 min at 
30°C in Upstate Reaction Buffer (200mM HEPES, pH, 7.4,0.3% Triton-X 100.) in 
presence of2.5µ1 of myelin basic protein (MBP), 2.5µ1 PKC Lipid Activator, 2.5µ1 
CaC12 (lmM stock), 2.5µ1 sterile, distilled water, active PKC, 10µ1 of the diluted 
[y32P]ATP mixture (lµCi/µl with 90µ1 ofthediluted Magnesium/ATP Cocktail (75mM 
MgC12 and 500µM ATP in 20mM MOPS, pH 7.2, 25mM j3-glycerol phosphate, 5mM 
EGTA, lmM sodium orthovanadate, lmM dithiothreitol.)) An aliquot was transferred 
onto the center of a 2cm x 2cm P81 paper, washed three times for 5 minutes with 0.75% 
phosphoric acid and once for 5 minutes with acetone. The assay squares were then 
transferred into vials with 5ml scintillation cocktail and scintillation was measured. 
Cell Isolation 
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Monocytes were obtained from peripheral blood of healthy medication-free volunteers, 
following informed consent in accordance with an Internai Review Board-approved 
protocol as described previously (34). Peripheral blood leukocytes were emiched by 
dextran sedimentation, layered over a Ficoll-Hypaque cushion, and centrifuged at 400 x g 
for 20 min. Mononuclear leukocytes were collected at the interface and washed twice 
with PBS and resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 
1 OO U/ml penicillin, and 1 OO µg/ml streptomycin in a humidified atmosphere with 5% 
carbon dioxide at 37°C. Monocytes were then purified by adherence (60 min, 37°C) on 
plastic petri dishes coated with defibrinized autologous serum and removed with EDT A 
(0.01 M) in RPMI 1640-10% FBS. Cells were resuspended in RPMI 1640-10% FBS at l 
x 106 cells/ml and allowed to rest overnight before stimulation with the appropriate 
stimuli. 
Confocal Microscopy Analysis 
The cells were grown on coverslips (22 mm), transfected with constructs encoding for 
arrestin2-GFP or WT PAFR and 40 hours post-transfection, incubated with serum-free 
DMEM containing ligand, anti-cMyc antibodies and 0.1 % BSA at 4 °C for 30 min, then 
at 37 °C for indicated times. The coverslips were fixed with 3% paraformaldehyde for 20 
min at room temperature (RT), then placed in 0.1 % saponin in PBS for 20 min, and 
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sequentially incubated with 5% casein and 0.01 M glycine at RT for 20 min, each. The 
cells were then incubated with rhodamine-conjugated goat anti-mouse IgG antibodies for 
1 hour. After washing, the coverslips were mounted on slides. The cells were analyzed 
on a Molecular Dynamics Multi-Probe 2001 confocal argon laser scanning system 
equipped with a Nikon Diaphot epifluorescence inverted microscope. Scanned images 
were transferred to a Silicon Graphies Indy 4000 workstation equipped with Molecular 
Dynamics Imagespace analysis software. 
Flow cytometry 
The evaluation of receptor cell-surface expression was done on monocytes isolated from 
healthy subjects. Cells were exposed to WEB2086 or PAF at 3 7°C for 30 min. Cells 
were then harvested, washed with PBS, and incubated at room temperature with or 
without anti-cMyc antibody. After 90 min, cells were washed with PBS and incubated 
for an additional hour with fluorescein isothiocyanate-conjugated goat anti-mouse 
antibody. Receptor expression on the cell surface was then evaluated using a F ACScan 
flow cytometer (Becton Dickinson). 
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Results 
P KC-dependent signaling pathways 
In our studies on the signal transduction and desensitization of the P AFR, we noticed that 
while PAF induced the phosphorylation of PAFR, as expected, the antagonist WEB2086, 
now identified as an inverse agonist ( 18), also stimulated a certain lev el of P AFR 
phosphorylation when PAFR was expressed in COS-7 cells (Figure lA). It had already 
been shown that PAFR could be phosphorylated by GRK, PKC and possibly PKA 
following PAF stimulation(22,23). Given the lack of GRK inhibitors we first 
investigated the possible role of PKC in PAFR phosphorylation by WEB2086. After a 32-
Phosphorus metabolic labeling, COS-7 cells were stimulated with PAF (10-6M) or 
WEB2086 (1 o-5M) and P AFR was immunoprecipitated. Figure IA shows that the level 
of phosphorylation of PAFR in unstimulated cells is not changed with the PKC inhibitor, 
GF109203X (50nM), PAF-stimulated phosphorylation is partially reduced and 
WEB2086-stimulated phosphorylation is reduced by more than 80 ± 14%. These results 
indicate that a PKC enzyme is responsible for the majority of WEB2086-induced P AFR 
phosphory lation. 
We then used dominant negative PKC constructs to study which isoforms may be 
involved in PAF- and WEB2086-induced phosphorylation of the receptor. Our results 
suggest arole for PKC f3n, 8, E and ~ isoforms for WEB2086-induced P AFR 
phosphorylation (Figure lB, top panel), while PAF-induced phosphorylation of the 
receptor would preferentially use PKC a, ô, E and~ isoforms (Figure lB, bottom panel). 
The expression of the DN constructs was assessed in COS-7 cells and all proteins were 
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expressed at similar levels (data not shown), except DN PKC 8, which was expressed at 
lower levels, but was nevertheless effective in blocking WEB2086-induced 
phosphory lation. 
Protein kinase C has been shown to mediate desensitization and down-regulationof P AFR 
(22,34,35). After coexpression of the PAFR and PKC constitutively active (CA) 
constructs, we labeled the cells with 3H-myo-inositol and the levels of inositol phosphate 
production were then measured as described in the experimental procedures. In order to 
obtain high basal levels of inositol phosphates so we could observe the inverse agonist 
effect ofWEB2086, Gaq was coexpressed with PAFR (Figure 2A) (18). Using the CA 
PK Cs, Figure 2 shows that desensitization of the receptor can occur in the presence of 
WEB2086 (Figure 2A) or PAF (Figure 2B), via both common and distinct enzyme 
isoforms. The CA PKC ~II isoform can completely block the inverse agonist-induced 
effect of WEB2086 on inositol phosphate production, while other isoforms such as 
a, ô, E were notas effective (Figure 2A). COS-7 cells expressing the CA PKCô a, and E 
isoforms blocked PAF-induced inositol phosphate production while PKC~u was less 
effective. These results suggest selective PKC isoform activation by the agonist (PAF) 
and the inverse agonist (WEB2086). 
Several signaling pathways can lead to activation of PK Cs. We were interested in 
determining the pathway leading to PKC~n activation after a WEB2086 stimulation, 
given that WEB2086 does not activate IP production or Ca2+ influx. COS-7 cells 
transfected with PAFR cDNA were stimulated for 15 minutes with PAF or WEB2086, in 
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the presence or absence of PI3K inhibitors. After immunoprecipitation of PKCl)n, we 
performed an in vitro kinase assay with myelin basic protein as substrate. Figure 3A 
shows that PKCl3n was effectively activated by WEB2086 and not by PAF. In addition, 
inhibitors of the PI3K pathway, wortmannin and L Y294002 greatly decreased 
WEB2086-induced PKC13n phosphorylation of the myelin basic protein (MBP). 
Furthermore, since previous data indicated PAF induced PKCô activation, we proceeded 
to a kinase assay with immunoprecipitated PKCô. Wortmannin pretreatment of cells did 
not affect P AF-induced PKC activation, as measured by the phosphorylation of MBP 
(Figure 3B) and no induction of PKCô was observed following WEB2086 stimulation. 
Our results indicate that P AFR can be desensitized by WEB2086 as well as PAF 
stimulation and previously, we demonstrated that the PAF receptor undergoes PAF -
mediated down-regulation (24). We therefore investigated whether PAFR can undergo 
WEB2086-stimulated down-regulation using flow cytometry. Explain the switch in cell 
types. We studied the effects of long-term PAF and WEB2086 stimulation on monocyte 
P AFR expression and observed that a decrease of cell surface receptors occurred after a 5 
hours stimulation with both PAF and WEB2086 (Figure 4A). Our results show a 32 ± 4 
% decrease of cell-surface receptors following WEB2086 stimulation while PAF 
promoted 36 ± 8 % decrease in PAFR expression. To further characterize WEB2086-
mediated receptor down-regulation, we used COS-7 cells transiently expressing the 
P AFR. 24h post-transfection, COS-7 cells were labeled with 35S-methionine for 2 hours, 
washed and then incubated in new medium for indicated times. P AFR was then 
immunoprecipitated, separated on SDS-PAGE and the autoradiograph was quantified 
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with densitometric analysis. Figure 4B and C, represent respectively the 35S-PAFR 
labeled representative autoradiogram and the mean of densitometric analysis of 3 
independent experiments after a 15 hour stimulation with WEB2086 (10-5M). The 
degradation level obtained with WEB2086 was of 45 ± 4 % while previous data 
demonstrated that methylcarbamyl-P AF a non-hydrolysable form of PAF could induce 42 
± 7 % reduction in PAF-R content (24). A time course ofreceptor loss was performed to 
compare the kinetics of PAFR down-regulationinduced by PAF and WEB2086 (Figure 
4D). Basal, constitutive receptor degradation could be observed and reached a level of 
approximately 50 % of ligand-induced degradation. Approximately 30 % more receptors 
were degraded after 5 hours and a plateau (50% degradation) was reached after 8 hours of 
stimulation. The kinetics of down-regulation were similar in both PAF- and WEB2086-
stimulated cells. 
In order to determine whether WEB2086-induced PAFR down-regulationwas a 
consequence of WEB2086-stimulated PKC activation, we treated PAFR-transfected 
COS-7 cells with a PKC inhibitor before WEB2086 stimulation, or cotransfected a DN 
PKCB. Figure 4E shows that both GF109203X and DN PKCB inhibit WEB2086-induced 
down-regulation of P AFR indicating that receptor down-regulation is a functional 
consequence for the inverse agonist-stimulated signaling pathway. 
WEB2086-induced trafficking of P AFR 
Since our studies indicated that WEB2086-induced down-regulationwas of a similar 
magnitude and followed the same kinetics as PAF stimulation, we were interested in 
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determining whether P AFR followed the same pathways to degradation in cells 
stimulated by WEB2086 as in cells stimulated by PAF. Our previous studies showed that 
PAF-stimulated PAFR down-regulationwas dependent on intemalization and was 
dependent on arrestin recruitment and dynamin activity(24,36-38). In order to determine 
whether intemalization was necessary for WEB2086-induced down-regulation, we co-
expressed Dynamin lA (K44A) dominant negative construct, known to inhibit the pinch 
off of clathrin vesicules with PAFR 24h post-transfection, COS-7 cells were labeled with 
35S-methionine for 2 hours, washed and then incubated in new medium for 2 hours. 
P AFR was then immunoprecipitated and levels were quantified with densitometric 
analysis. Figure 5 shows that the dominant-negative mutant of dynamin inhibited P AFR 
degradation in cells stimulated for 5 hours with WEB2086. 
We then investigated whether WEB2086 could induce the translocation of arrestins. 
We co-expressed arrestin 2-GFP with P AFR and stimulated the cells with WEB2086 or 
PAF for 30 min at 37°C. Cells were then incubated with anti-cMyc and rhodamine-
conjugated goat anti-mouse lgG antibodies to reveal the P AFR. Our results show that 
PAF stimulation allowed recruitment of arrestin 2 (green) to the cell membrane and to 
colocalize with the P AFR (red), while no recruitment or colocalization occurred 
following WEB2086 stimulation (Figure 6). 
WEB2086-induced trafficking of the receptor therefore appears to require intemalization 
via a dynamin-dependent, but arrestin-independent mechanism. Trafficking of dynamin-
dependent vesicules from the plasma membrane to early sorting endosomes, one of the 
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first steps in the endocytic pathway, is mediated by Rab5 (39). We examined the 
involvement of Rab5 in the trafficking of P AFR towards its degradation when stimulated 
by WEB2086. When the P AFR and WT Rab5 were co-expressed in the same cells, 44 ± 
8 % of total 35S-labeled PAFR were degraded after 5 hours (Figure 7). When the P AFR 
was co-expressed with a dominant negative form ofRab5, Rab5 S34N (40-42), the 
degradation was not prevented, in contrast to PAF-induced PAFR down-regulation(24). 
These results demonstrate the existence of diff erent trafficking pathways toward P AFR 
degradation in PAF- and WEB2086-stimulated cells. 
Effect of lysosome and proteasome inhibitors on P AFR de gradation 
Studies on GPCR down-regulation have demonstrated degradation of most of the 
receptors via two major mechanisms: lysosomal or proteasomal degradation. To further 
characterize the long-tenn desensitization of the PAF receptor, we examined the effects 
of the lysosomal enzyme inhibitor EST and proteasome inhibitor PSI on WEB2086-
induced PAFR degradation. Pretreatment of PAFR expressing COS-7 cells with EST 
significally (P:SO.O l) returned receptor expression to levels comparable to the ones in 
untreated cells (Figure 8). Chloroquine, another lysosomal inhibitor had a similar effect 
(data not shown). When WEB2086-stimulated cells had been pretreated with the 
proteasome inhibitor PSI, the level of degradation was diminished by approximately 72 
% (P:S0.02) and similar results were obtained with clasto-lactacystin 13 lactone, another 
proteasome inhibitor (data not shown). 
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Discussion 
In the present study, we have demonstrated that WEB2086, an inverse agonist, can 
induce activation of various signaling pathways. While studying P AF-activated signal 
transduction, we noticed that WEB2086 also induced phosphorylation of PAFR. Use of 
pharmacological inhibitors indicated that PKC was responsible for the majority of this 
phosphorylation, whereas PAF-activated phosphorylation was only partially inhibited by 
PKC inhibitors. The role of PKC in PAF-stimulated cells has been documented both at 
the level of specific effector mechanisms and desensitization pathways (34,35,43-45). 
Less is known of the PKC isozymes involved, however PK Ca and PKCô have been 
shown to be activated by PAF (45,46). Our results confirm that PKCa and ô are 
activated and indicate that E and (;", isoforms may also play a role in P AF-stimulated 
signal transduction. In contrast, WEB2086 activates PKCj311, and 8 , in addition to the 
E and (;", isoforms. 
Diacylglycerol (DAG) is a requirement for conventional (a, 13 and y) and novel 
(ô, E, 11, 8) PKCs and conventional PKCs also require calcium, whereas atypical ((;", and 
LIA) PKCs do not internet with DAG. Unlike PAF, WEB2086 stimulation does not 
induce inositol phosphate production or calcium influx (data not shown), therefore, 
WEB2086-mediated PKC activation must be triggered via an another mechanism. An 
altemate pathway may be via the activation of PBK which in return, would activate 
PKCs (47). Our results showed that the inhibition of the PBK pathway blocked 
WEB2086-induced, but not PAF-stimulated PKC activation, underlining the dichotomy 
of signaling between the two P AFR ligands. Interestingly, it has been shown that 
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different ligands may regulate different signaling cascades ( 48,49) although some may 
converge at the effector stage ( 49). 
We then explored the potential role ofWEB2086-induced signal transduction and we 
found that prolonged stimulation with WEB2086 resulted in reduced cell-surface receptor 
expression. We had previously shown that WEB2086, unlike PAF, WEB did not 
modulate the rate of internalization beyond the basal recycling of the receptor (18) and 
therefore we studied WEB2086-induced down-regulationof the P AFR. The chronic 
exposure to antagonists or inverse agonists usually provokes an adaptive change (up-
regulation) in receptor density on the cell surface (50). Instead, exposure to the inverse 
agonist WEB2086 promoted down-regulation of PAF receptors. However receptor 
down-regulation was previously reported as a consequence of antagonist exposure at 
5HT2a12c receptors (51). Leysen and colleagues proposed that serotonin antagonists might 
cause alterations in the conformation, aggregation or chemical ( e.g. phosphorylation) 
state of the receptor in such a way that the receptor loses its drug-binding properties 
rather than a change in receptor number perse (52). However, WEB2086 induced a net 
loss of PAF receptor protein from the cell. 
We had already demonstrated that receptor endocytosis was arrestin- and dynamin-
dependent and obligatory for PAFR down-regulation in PAF-stimulated cells (24,36). In 
addition, trafficking towards lysosomal degradation proceeded via early and late 
endosomes (Rab5- and Rab7-dependent) yet proteasomes were also involved in P AFR 
degradation (24). Our present results indicate that WEB2086-mediated PAFR down-
regulation, to a similar extent as agonist, although via different pathways than PAF. 
WEB2086-mediated down-regulation was dependent on PKCj), dynamin, but 
independent of arrestin2 and the Rab5-trafficking pathway. 
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Our results with the dynamin and Rab5 dominant negative proteins suggest an arrestin-
independent endocytosis, as previously reported for other GPCRs such as the muscarinic 
receptors and the GABA(B) receptor (53-55). Other proteins, such as ARF6, might actas 
intemalization chaperones and replace arrestin in WEB2086-induced endocytosis (56,57). 
Also, one mechanism for receptor internalization can directly target the IL-2R to the late 
endosome/lysosome (58). There is a possibility that a similar mechanism also fonctions 
for GPCRs, and might be implicated in WEB2086-induced trafficking of PAFR toward 
de gradation. 
Degradation of some GPCRs such as foAR, CXCR4 and ô-opioid receptor during 
agonist-induced down-regulation occurs in lysosomes (59-63) but the degradation of the 
j32AR, thrombin, opiate and ô-opioid receptors can proceed through the proteasome (59-
62,64,65). These observations indicate that both lysosomes and proteasomes may be 
involved in the degradation of GPCRs, as illustrated by the füAR, K- and ô-opioid 
receptor and P AFR which use both pathways (25,66,67). Our results confirmed that both 
mechanisms could also be used for WEB2086-induced down-regulation. 
It is becoming increasingly clear that signaling via G protein coupled receptors is a 
diverse phenomenon involving receptor interaction with a variety of signaling partners. 
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Despite this diversity of signaling, ligands are connnonly classified only according their 
ability to modify G protein-dependent signaling. Both Gas and Gai have been shown to 
contribute to MAPK activation by the conventional agonist isoproterenol (68). Recently, 
it was shown that inverse agonists of the P2AR and the V2 vasopressin receptors 
stimulate ERKl/2 activation in a Gas/i-protein-independent but arrestin-dependent 
manner (69,70). These results present a multi-state model of activation in which ligand-
specific conformations are capable of differential activation of distinct signaling partners. 
Our results also show activation of distinct signaling pathways such as differential protein 
kinase activation, gene transcription activation, trafficking and regulation of cell-surface 
receptor expression by WEB2086 and PAF. Taken together, these results indicate that 
receptors can adopt ligand-specific conformations and consequently activate different 
signaling molecules with distinct downstream signaling pathways. 
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# 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl :fluoride hydrochloride (AEBSF), (2S, 3S) trans-
epoxysuccinyl-L-leucylamido-3-methylbutane ethyl ester (EST), G protein-coupled 
receptor (GPCR), myelin basic protein (MBP), human platelet-activating factor receptor 
(P AFR), Proteasome inhibitor I (PSI), transferrin (Tfn), wild-type (WT) 
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Figure Legends 
Figure 1 PKC-dependent signalingpathway 
COS-7 were transfected with P AFR cDNA (A) or PAFR and indicated PKC cDNA 
constructs (B). Twenty four hours post-transfection, cells were labeled with inorganic 32P 
for 2 hours, washed and then stimulated with WEB2086 for 15 minutes. A) 
Autoradiogram of the effect of a PKC inhibitor, GF109203X (50nM) on PAFR 
phosphorylation. Cells were treated with GF109203X for 30 min before stimulation with 
WEB2086 (1 o-5M). B) WT P AFR was co-expressed with dominant negative PKC 
isoforms before stimulation with WEB2086 (10-5M) or PAF (10-6M). Autoradiograms 
are representative of three independent experiments. 
Figure 2 Effect of constitutively active P KC isoforrns on P AFR inositol phosphate 
production in response to PAF or WEB2086 
COS-7 cells were transfected with P AFR cDNA and construtcs of constitutively active 
PKC isoforms and 24 hours later were labeled with 3H-myo-inositol for a further 24 
hours, then stimulated with WEB2086 (A) or PAF (B) for 15 min. In A, to induce high 
basal levels of inositol phosphate accumulation, Gaq protein was coexpressed with the 
P AFR and PKC constructs. Inositol phosphate accumulation was then measured as 
described in Experimental Procedures. Results are expressed as means ± s.e. ofthree 
independent experiments. 
Figure 3 Effects of PJ3K inhibitors on PKC activation 
PAFR-expressing COS-7 cells were pretreated with PBK inhibitors, stimulated with PAF 
or WEB2086 and indicated PKC isozymes were immunoprecipitated. An in vitro 
phosphorylation assay was then performed with myelin basic protein as substrate. 
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A) Cells were pre-treated with wortmannin (15 nM) and L Y294002 (5µM) and PKCj3n 
activation following PAF (10-7M) or WEB2086 (10-5M) stimulation for 15 min was 
determined. B) Cells were pre-treated with wortmannin (15 ILM) and PKCô activation 
was determined following PAF (10-7M) or WEB2086 (10-5M) stimulation for 15 min. 
Results are expressed as means ± s.e. ofthree independent experiments. 
Figure 4 WEB2086-induced down-regulationof the P AFR 
A) Human peripheral blood monocytes were stimulated for 5 hours with PAF or 
WEB2086. PAFR cell-surface expression was evaluated by flow cytometry. 
COS-7 cells were transfected with P AFR, 24 hours later labeled with 35S-methionine for 
5 hours, washed and then stimulated for (B, C) 15 hours or (D) the indicated times. Cells 
were stimulated for 15 hours to obtain the maximum levels of degradation and a 
representative autoradiogram (B) and the mean densitometric analysis ofthree 
independent experiments (C) are shown. (D) P AFR degradation was examined at 
indicated times in unstimulated, PAF-stimulated (10-7M) or WEB2086-stimulated (10-
5M) cells. Results are expressed as mean densitometric anal y sis of three diff erent 
experiments. (E) PAFR-transfected COS-7 cells were pre-treated with GF109203X 
(50nM) or cotransfected with DN PKCl3u. Cells were labeled with 35S-methionine for 5 
hours, washed, and then stimulated with WEB2086 (10-5M) for a further 5 hours. Results 
are expressed as means ± s.e. of three independent experiments. 
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Figure 5 Dynamin-dependent down-regulation of P AFR 
COS-7 cells transfected with P AFR and WT dynamin (DynlA) or DN dynamin 
(DynK44A) cDNAs, 24 hours later were labeled with 35S-methionine for 5 hours, washed 
and then stimulated with WEB2086 (10-5M) for 5 hours. Results are expressed as means 
± s.e. of densitometric analysis of three independent experiments. 
Figure 6 Colocalization of arrestin2 and P AFR 
40 hours after transfection, cells were unstimulated or incubated in presence of PAF ( l o-
7M) or WEB2086 (10-5M) for 30 minutes, then labeled with anti-cMyc antibodies, fixed 
with 3% paraformaldehyde before labeling with anti-EEAl antibodies. Cells were then 
incubated with secondary antibodies for l h. Left panels show expression of P AFR 
receptor (Red); Centre panels show expression of arrestin2-GFP (green); Right panels are 
overlay images of arrestin2-GFP and P AFR. 
Figure 7 Rab5-independent trajficking of WEB2086-stimulated PAFR 
After 24h of co-expression of P AFR and Rab5 (WT or dominant negative Rab5 S34N), 
COS-7 cells were labeled with 35S-methionine for 5 hours, washed and then stimulated 
with WEB2086 (10-5M) for 5 hours. Results are expressed as means ± s.e. of 
densitometric analysis ofthree independent experiments. 
Figure 8 Effect of lysosome and proteasome inhibitors on WEB2086-induced P AFR 
de gradation 
After 24h oftransfection in COS-7, cells were labeled with 35S-methionine for 5 hours, 
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washed, treated with inhibitors (EST, PSI) for 30 min and then stimulated with 
WEB2086 (10-5M) for 5 hours in presence of the inhibitors. Results are expressed as 
means ± s.e. densitometric analysis of three independent experiments. 
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CHAPITRE V - DISCUSSION 
Les outils de communication intercellulaire ont permis aux cellules d'assurer leur 
subsistance en comblant leurs besoins primaires. L'activation de diverses protéines 
membranaires a entraîné chez les êtres uni- et multi-cellulaires, le développement, 
l'homéostasie ainsi que le transfert et l'intégration des messages extracellulaires. Une 
grande famille de protéines membranaires, les GPCRs, semble impliquée dans divers 
mécanismes de régulation cellulaire et pathologies (Peplow, 1999; Seifert et Wenzel-
Seifert, 2002). Depuis plusieurs années, différents groupes ont tenté de comprendre les 
mécanismes d'activation et de contrôle de la réponse des GPCRs. 
Les travaux présentés dans le cadre de cette thèse portent sur divers éléments du 
contrôle de réponses et signalisations induites par le récepteur humain liant le facteur 
activateur de plaquettes. La réponse cellulaire au PAF est associée à une signalisation via 
les protéines Gaq/i/o, mais également à l'activation de différentes protéines kinases telles 
que la PKC, MAPK, src, F AK, JAK et GRK (Honda et al., 2002). En plus d'un rôle dans 
la signalisation, l'activation des kinases à seconds messagers (PKA et PKC) entraîne un 
contrôle de la réponse. La désensibilisation de la signalisation permet de restreindre dans 
le temps les effets d'une activation du récepteur suite à une stimulation courte, répétée ou 
prolongée. Le récepteur du PAF est sensible aux deux types de désensibilisation 
retrouvés, homologue et hétérologue, et se produit en partie par l'action de la protéine 
kinase C (Chao et al., 1990). L'action de cette kinase s'effectue à différents niveaux: les 
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PLCf3 et y sont impliquées dans la cascade de signalisation induite par le PAF et sont 
sensibles à une phosphorylation par la PKC (Ali et al., 1997). En effet, un inhibiteur des 
PKC a aboli la phosphorylation de la PLCf:B suite à une stimulation du récepteur par du 
PAF (Ali et al., 1997). Également, une phosphorylation induite par la PKC sur le 
récepteur du PAF semble suffisante pour induire le découplage du récepteur aux 
protéines G, permettant ainsi une désensibilisation homologue de la réponse au PAF 
(O'Flaherty et al., 1992). Cependant, il semble que la désensibilisation du récepteur du 
PAF ne procède pas uniquement par une phosphorylation par la PKC puisque des GRKs 
semblent impliquées (Takano et al., 1994). Cette phosphorylation se produit sur des 
résidus sérine/thréonine situés dans la queue cytoplasmique du récepteur du PAF, 
démontrant le rôle important de celle-ci dans la désensibilisation du P AFR (Takano et al., 
1994). 
Activité constitutive des récepteurs à sept domaines transmembranaires : modèle 
pour l'identification d'agonistes inverses 
La désensibilisation de la signalisation se produit à la suite d'une activation par un 
ligand ou par une activité intrinsèque (constitutive) du récepteur. Certains récepteurs 
ayant une mutation les rendant constitutivement actifs sont impliqués dans le 
développement de maladies héréditaires graves. Par exemple, une mutation de la glycine 
en position 90 en aspartate du récepteur liant la rhodopsine donne lieu à des conditions de 
cécité nocturne congénitale ainsi qu'à la mort cellulaire et dégénérescence de la rétine 
(retinitis pigmentosa) (Dryja et al., 1993; Rao et al., 1994; Shokravi et Dryja, 1993). Des 
études in vitro ont démontré que plusieurs régions des GPCRs sont impliquées dans 
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l'obtention de mutations constitutives. Une mutation dans la portion C-terminale de la 3e 
boucle intracellulaire des récepteurs adrénergiques et de plusieurs autres récepteurs 
permet d'obtenir un mutant constitutivement actif (Abadji et al., 1999; Lattion et al., 
1999; Pauwels et Wurch, 1998; Ren et al., 1993). De façon analogue, une substitution de 
la leucine 231 de la 3e boucle intracellulaire du P AFR en arginine présente une hausse 
d'affinité pour l'agoniste de façon indépendante du couplage à la protéine G. Ces 
caractéristiques permettent la classification de ce récepteur mutant comme 
constitutivement actif. Lors du couplage à la protéine G, l'affinité de ce récepteur mutant 
est beaucoup plus élevée que celle du récepteur de type sauvage. Lorsque les récepteurs 
WT et L231R sont découplés de la protéine G, le récepteur mutant a une affinité 3 fois 
supérieure pour l'agoniste, tandis que le couplage permet une affinité pour le PAF qui est 
30 fois supérieure à celle du récepteur de type sauvage (Parent et al., 1996a). La co-
expression du récepteur de type sauvage avec le mutant découplé des protéines G D63N 
(substitution de l'aspartate 63 par une arginine) dans un ratio l :3 a démontré que le 
niveau de base d'inositols phosphates produits est supérieur à celui du récepteur de type 
sauvage (WT) ou D63N seuls (Le Gouill et al., 1999). L'aspartate en position 63 du 
récepteur du PAF possède des caractéristiques particulières. Ce résidu est conservé dans 
98% des ze domaines transmembranaires des GPCRs (Probst et al., 1992). Il semble que 
ce résidu ait un rôle important dans la régulation de la liaison du ligand et dans le 
couplage du récepteur à ses voies de signalisation. Par exemple, cette mutation chez le 
récepteur à la sérotonine (5-HT2A) peut contrôler l'affinité pour l'agoniste et la 
modulation allostérique par le GTP ou le sodium (Sealfon et al., 1995). Les résultats ont 
démontré que l'aspartate est essentielle au couplage du PAFR aux protéines G, mais n'est 
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pas nécessaire pour la liaison de l'agoniste. Au contraire, la mutation de l'aspartate du 
récepteur en asparagine entraîne une augmentation de l'affinité pour l'agoniste. 
Également, la surexpression de protéines Gaq avec un GPCR dans les cellules de 
mammifères permet d'augmenter le niveau basal de réponse, probablement en 
augmentant la probabilité qu'un récepteur vacant rencontre une protéine G, comme 
démontré préalablement avec les récepteurs muscarinique (ml, m3 et m5), à l'histamine 
Hl et 5-HT2A (Bak:ker et al., 2001; Burstein et al., 1997; Weiner et al., 2001). L'activité 
constitutive peut cependant être diminuée par une certaine classe de ligands, les 
agonistes inverses. 
La propriété définissant les agonistes inverses consiste en leur capacité à inhiber 
l'activité spontanée des récepteurs. La théorie du fonctionnement des agonistes inverses 
suggère que ce type de ligand aurait une affinité plus élevée pour les récepteurs en 
conformation inactive (R) qu'active (R*) (Figure 3), favorisant ainsi une modification de 
l'équilibre entre les divers états conformationnels vers l'état inactif. Ce type de ligand 
permet donc une diminution de l'activité basale (Milligan et al., 1995). Malgré l'activité 
basale constitutive de certains récepteurs, le développement in vitro de récepteurs 
mutants constitutivement actifs représente un outil de recherche important dans l'étude 
des agonistes inverses (Lefkowitz et al., 1993; Seifert et Wenzel-Seifert, 2002). Il semble 
que les caractéristiques des agonistes inverses sont souvent plus apparentes dans des 
systèmes exprimant de hauts niveaux de récepteurs ayant une activité de base élevée. 
Des études in vivo avec des souris transgéniques surexprimant le récepteur ~2-
adrénergique spécifiquement dans le myocarde ont démontré l'activité agoniste inverse 
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de certains ligands. Le rythme cardiaque et l'indice de contractilité étaient stimulés de 
façon maximale en absence d'agoniste, mais le ICil 18551 permettait une inhibition de 
ces activités de façon dépendante de la concentration du ligand (Bond et al., 1995). 
Les souris transgéniques surexprimant le récepteur du PAF ont des phénotypes 
nuisibles en plusieurs aspects. L'expression du récepteur dans ces souris révèle une haute 
expression dans le coeur et les muscles squelettiques, expression d'intensité moyenne 
dans les yeux, la peau, la trachée et l'aorte, alors que des niveaux à peine détectables de 
récepteurs semblent exprimés dans le cerveau, le poumon, les neutrophiles, la rate, le 
rein, l'intestin grêle, l'utérus et les testicules (Ishii et Shimizu, 2000). Il semble que 
l'expression ubiquitaire du récepteur du PAF soit létale pour plusieurs embryons, laissant 
seulement ce patron d'expression du récepteur se poursuivre jusqu'à terme. La 
proportion de progéniture transgénique versus type sauvage (1 : 2,3) ne correspond pas à 
la distribution mendéléenne attendue (1 : 1) lors d'un croisement entre souris mâles 
hétérozygotes et femelles de type sauvage. Les souris transgéniques démontrent 
également une hyper-réactivité bronchique congénitale en réponse au PAF inhalé (Ishii et 
al., 1997). Une bronchoconstriction est observée lors d'une stimulation au PAF et cause 
une résistance pulmonaire accrue. En réponse à une administration d'acide 
hydrochlorique intra-trachéale, les souris transgéniques ont présenté des symptômes de 
dommages pulmonaires ( élasticitié pulmonaire accrue, développement d' oedème 
pulmonaire, détérioration dans la capacité d'effectuer des échanges gazeux) beaucoup 
plus grands que les souris WT (Nagase et al., 1999). Une pigmentation anormale de la 
peau des oreilles et de la queue est observée chez les souris transgéniques; quelques-unes 
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arborant même des tumeurs mélanocytiques (Ishii et al., 1997). Une accélération de 
prolifération des kératinocytes a également été observée, mais un traitement avec le 
WEB2086, un ligand capable d' antagoniser la liaison du PAF à son récepteur, a permis 
de réduire le nombre de cellules en prolifération (Sato et al., 1999). 
Les agonistes inverses, peuvent avoir des applications dans le cas des maladies 
causées par un récepteur constitutivement actif, mais également pour des maladies où des 
récepteurs sont surexprimés comme pour le récepteur de la dopamine D4 dans la 
schizophrénie. Puisqu'un antagoniste neutre ne fait que bloquer une réponse induite par 
un agoniste, une activité de base élevée de signalisation induite par un récepteur en 
absence d'un agoniste pourrait rendre la maladie résistante aux antagonistes neutres 
(Bond et al., 1995). Le chapitre II présente donc une étude caractérisant divers ligands du 
PAFR ayant des structures différentes, afin d'identifier des agonistes inverses. Ceux-ci 
pourraient potentiellement être utiles dans le traitement de maladies similaires à celles 
présentées préalablement chez les souris transgéniques, dans des cas où le récepteur du 
PAF serait exprimé à de hauts niveaux cellulaires. 
Une très grande variété de molécules possèdent la capacité de lier le récepteur du 
PAF. Quelques représentants des diverses familles de molécules liant le récepteur ont été 
sélectionnés pour l'étude du chapitre II (Figure 2). On retrouve des molécules analogues 
au PAF, tel que le CV-3988 (Terashita et al., 1985) ou le 1-0-hexadecyl-2-acetyl-sn-
glycero-3-phospho-(N, N, N-trimethyl)hexanolamine (Grigoriadis et Stewart, 1991); des 
molécules faisant partie de la famille des benzodiazépines telles que l' Alprazolam 
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(Kornecki et al., 1984) ou le WEB2086 (Casals-Stenzel et al., 1987); des ginkgolides 
comme le BN 52021 (Nunez et al., 1986); des diaryl-tétrahydrofuranes tels que le SM-
10661 (Komuro et al., 1990) et le (±)-trans-2,5-bis(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1,3-
dioxolane (Hashemi et al., 1993); ainsi que des ligands de familles structurales variées 
tels que l'octylonium bromide (Subissi et al., 1989) et le FR-49175 (Okamoto et al., 
1986). Les ligands faisant partie de la famille des benzodiazépines se sont avérés les plus 
efficaces pour diminuer la réponse constitutive des récepteurs du PAF de type sauvage 
(WT + Gaq) ou mutant L231R avec environ 50% d'inhibition de la réponse en inositols 
phosphates. Les molécules de la famille des diaryl-tétrahydrofuranes possèdent 
également la capacité de diminuer la réponse constitutive en inositols phosphates du 
récepteur avec une efficacité légèrement moindre. L'analogue du PAF CV-3988 diminue 
l'activité constitutive du PAFR alors que le 1-0-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phospho-(N, N, N-trimethyl)hexanolamine agit comme un agoniste partiel en augmentant 
la réponse en inositols phosphates. Des résultats similaires avaient été observés pour 
l'agrégation plaquettaire et la production de réactifs oxygénés par des macrophages 
( Grigoriadis et Stewart, 1991 ). Le principe de base expliquant le phénomène des 
agonistes inverses prétend que la réponse d'un agoniste ou d'un agoniste inverse doit être 
bloquable par un antagoniste neutre. La réponse générée par les agonistes inverses de 
cette étude est bloquable par un antagoniste neutre, le BN 52021, tel que démontré avec 
la réponse au WEB2086. De plus, l'action de ces molécules se produit de façon 
dépendante de la concentration d'agoniste inverse présente lors de la stimulation. La 
réponse induite ne semble pas être équivalente pour tous les modèles de récepteurs 
constitutivement actifs et ce, pour tous les ligands étudiés. 
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Le modèle d'activation des GPCRs propose deux mécanismes pour expliquer 
l'activité agoniste inverse de divers ligands. Premièrement, les molécules démontrant 
une activité agoniste inverse ont une affinité préférentielle pour les récepteurs en 
conformation inactive R plutôt que sous conformation active R * et permettent une 
diminution dans la proportion des récepteurs sous l'état actif. De plus, on retrouve une 
réduction du niveau basal d'activation des cascades de signalisation. Ce mécanisme a été 
démontré pour le ICI 118551 et le betaxolol, deux agonistes inverses du récepteur j32-
adrénergique (Samama et al., 1994). Un autre mécanisme suggère que l'activité agoniste 
inverse de diverses molécules provient d'une affinité préférentielle pour les récepteurs 
étant libres plutôt que les complexes récepteurs-protéine G, supprimant ainsi l'activité 
constitutive des récepteurs (Costa et al., 1992). Les résultats obtenus lors de l'utilisation 
de différents modèles de récepteurs du PAF constitutivement actifs suggèrent que 
l'activité agoniste inverse démontrée par un modèle de récepteur constitutivement actif ne 
sera pas nécessairement présente pour un autre modèle d'activation constitutive. Nos 
résultats démontrent que diverses molécules peuvent agir en tant qu'agonistes inverses 
pour le récepteur mutant L231 R et pour le modèle de coexpression de la protéine Gaq 
avec le récepteur de type sauvage, alors que cette réduction de l'activité basale est 
absente ou gravement altérée pour le complexe 1 WT + 3D63N. Lorsque exprimés dans 
le ratio 1 : 3, le complexe de récepteurs WT et D63N perd la capacité de répondre 
adéquatement au PAF malgré le haut niveau basal d'inositols phosphates produits, 
indiquant la possibilité que la conformation acquise par ce complexe soit plus rigide, 
défavorisant ainsi le changement conformationnel occasionné par la liaison d'un agoniste 
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(Le Gouill et al., 1999). Toutefois, lorsque mesuré par cytométrie de flux, le nombre de 
récepteurs exprimés à la surface est similaire à ceux du récepteur de type sauvage 
exprimé seul (Le Gouill et al., 1999). Cette résistance au changement de conformation 
permettrait également d'expliquer les raisons pour lesquelles l'activité agoniste inverse 
est réduite pour toutes les molécules à l'étude avec ce modèle de récepteur 
constitutivement actif. De façon similaire, un récepteur mutant liant l'histamine (H2), 
présente une réponse limitée à l'histamine et ne permet pas l'activité agoniste inverse de 
manière semblable à celle obtenue par le récepteur de type sauvage (Smit et al., 1996). 
L'action des agonistes inverses ne se traduit pas généralement par une 
augmentation du niveau d'internalisation des récepteurs, ce qui aurait pour effet de 
diminuer le nombre de récepteurs produisant une réponse. De plus, différents agonistes 
inverses permettent une augmentation des récepteurs exprimés à la surface de la cellule. 
À l'instar du récepteur H2 à l'histamine, les agonistes inverses du récepteur du PAF ne 
permettent pas une internalisation accrue du récepteur (Smit et al., 1996). Cependant, 
pour le récepteur de la cholecystokinineA, l'activité agoniste inverse de certains ligands 
permet une séquestration accrue des récepteurs exprimés à la surface cellulaire (Roettger 
et al., 1997). Pour le récepteur du PAF, seulement un agoniste (PAF) ou des agonistes 
partiels (1-0-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phospho-(N, N, N-trimethyl) hexanolamine 
et enantio-P AF) permettent une augmentation du taux de séquestration du récepteur. 
Les résultats indiquent donc que des effets différents peuvent se produire selon le 
type de récepteur constitutivement actif utilisé. De plus, la diminution de la réponse ne se 
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produit pas par une augmentation des taux d'internalisation du récepteur. Il a été 
préalablement démontré que les caractéristiques pharmacologiques de certains ligands 
peuvent être modifiées selon son interaction avec des récepteurs homo- ou 
hétérodimériques (Jordan et Devi, 1999). L'étude des effets des agonistes inverses sur les 
différentes configurations homo- et hétéro-dimériques des GPCRs sera utile pour le 
développement de médicaments ciblant précisément une réponse. L'identification des 
voies de signalisation induites par les différents complexes homo-ou hétéro-dimériques 
devra être réalisée avant d'enclencher une intervention thérapeutique par des agonistes 
inverses, puisque ceux-ci semblent posséder des propriétés pharmacologiques variables 
selon le modèle d'activité constitutive étudié. Certains des ligands présentés 
précédemment possèdent des caractéristiques pharmacologiques cliniques plus 
intéressantes que d'autres. 
L 'Alprazolam et le WEB2086 ont tous deux des structures de types 
benzodiazépine. Le WEB2086 n'a cependant pas la capacité de lier les récepteurs aux 
benzodiazépines (Griffin et al., 1989). L' Alprazolam, aussi connu sous le nom de Xanax, 
exhibe des propriétés anxiolytiques qui seraient un effet secondaire lors d'un traitement 
en tant qu'agoniste inverse du récepteur du PAF (Deltito et al., 1991). L'utilisation du 
WEB2086 de façon thérapeutique s'avère spécifique au récepteur du PAF et présente peu 
d'effets subversifs, en comparaison à son homologue benzodiazépine. En plus de son 
efficacité à améliorer la condition de personnes asthmatiques, le WEB2086 peut agir 
favorablement pour atténuer l'inflammation observée lors de dermatites ou lors de 
pneumonies à pneumocoques et par la méningite (Cundell et al., 1995; Kemeny et al., 
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1996). Le WEB2086 est présentement en phase clinique (phase II) chez la compagnie 
japonaise Santen en vue de son utilisation comme traitement pour les conjonctivites de 
type allergique afin d'éliminer les symptômes de congestion, oedème et démangeaisons. 
Récemment, de nouvelles avenues thérapeutiques pour le WEB2086 sont apparues 
puisque ce ligand du récepteur du PAF est capable d'induire la différentiation terminale 
de cellules humaines leucémiques de façon dépendante de la protéine kinase C. Un 
traitement impliquant l'utilisation du WEB2086 pourrait mener vers une thérapie pour la 
leucémie, par l'induction de la différentiation terminale des cellules cancéreuses (Cellai 
et al., 2002). 
Activation de voies de signalisation par un agoniste ou un agoniste inverse 
Suite à la stimulation par un ligand, le concept général des récepteurs propose une 
activation des récepteurs, la phosphorylation du récepteur ou de protéines adjacentes puis 
l'internalisation du récepteur afin de permettre une désensibilisation de la réponse 
(Ferguson, 2001). Nos résultats démontrent que l'internalisation observée suite à une 
stimulation au WEB2086 est comparable au niveau basal de circulation des récepteurs. 
Cependant, le WEB2086 semble activer une voie de signalisation du récepteur du PAF 
permettant la différentiation des cellules murines MELC (murine erythroleukemia cells), 
de cellules humaines K562, HEL et HL60 (lignée promyélocytique leucémique) (Cellai et 
al., 2002). Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action des agonistes inverses et 
en particulier le contrôle des voies de signalisations induites par le WEB2086, nous avons 
tenté d'élucider le processus permettant la désensibilisation de la réponse à cet agoniste 
inverse. Les études présentées dans les chapitres III et IV démontrent les effets du 
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WEB2086 sur l'activation de différentes voies de signalisation comme l'activation de 
certaines isoformes de protéine kinase C ou de la synthèse de récepteurs, ainsi que sur la 
désensibilisation de la réponse induite par une activation du récepteur du PAF. De plus, 
une caractérisation des mécanismes utilisés lors de la désensibilisation à long terme de la 
réponse suite à une stimulation au PAF ou au WEB2086 est présentée. 
La désensibilisation de la signalisation permet de restreindre dans le temps les 
effets d'une stimulation, qu'elle soit courte, répétée ou prolongée. Le récepteur du PAF 
est sensible à la désensibilisation par l'action de la protéine kinase C (Chao et al., 1990). 
Une phosphorylation du récepteur du PAF induite par la PKC semble suffisante pour 
induire le découplage du récepteur aux protéines G et permettre une désensibilisation 
homologue de la réponse au PAF (O'Flaherty et al., 1992). Le récepteur du PAF peut être 
phosphorylé après activation puisque la staurosporine, un inhibiteur de différentes kinases 
dont la PKC et la PKA, inhibe partiellement la phosphorylation du récepteur du PAF (Ali 
et al., 1994). Lors d'une stimulation des cellules COS-7 avec du PAF ou du WEB2086, 
on obtient une augmentation de la phosphorylation du récepteur du PAF. L'inhibiteur 
GF109203X, spécifique pour les protéines kinases C, permet l'abolition de 80% de la 
phosphorylation du récepteur lors d'une stimulation au WEB2086, alors qu'environ 40% 
de la phosphorylation induite par une stimulation au PAF est empêchée. Plusieurs 
isoformes de PKC existent et nous avons voulu vérifier la possibilité que des isoformes 
différentes puissent agir, selon le ligand ayant activé le récepteur. L'utilisation de 
protéines kinases C dominantes négatives a permis d'identifier les isoformes de PKC 
utilisées lors de la stimulation au PAF ou au WEB2086. Suite à une stimulation au 
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WEB2086, les isoformes f:>ri, 8 et <;sont préférentiellement utilisées alors qu'une 
stimulation au PAF entraîne l'activation des isoformes ô, a, E et<:;. De plus, l'effet de 
PKC constitutivement actives a été mesuré pour la réponse en inositols phosphates. La 
PKCf:>n ainsi que la PKCa (à un niveau moindre) constitutivement active permet de 
bloquer les effets induits par une stimulation au WEB2086, alors que des isoformes de 
PKC différentes semblent agir pour une stimulation au PAF, soit les isoformes ô, a et E. 
Une activation de !'isoforme PKCa a préalablement été démontrée suite à une 
stimulation au PAF lors du relâchement d'oxide nitrique (Dearn et al., 2000). Notre 
étude confirme les résultats de cette étude suggérant l'activation de la PKCa et suggère 
une activation potentielle d'autres isozymes, variant selon le type de réponse étudiée. Il y 
aurait donc une spécificité de signalisation différente selon le type de ligand activant le 
récepteur. Les effets rencontrés suite à une stimulation au WEB2086 semble en général 
se produire par l'action de la PKCj3u alors qu'une stimulation au PAF favorise la PKCô. 
Nous avons donc procédé à un essai kinase in vitro, à l'aide des protéines obtenues par 
une immunoprécipitation de PKC spécifiques (13n et ô ). Suite à une stimulation au 
WEB2086, l'activité kinase de la protéine PKCl3n immunoprécipitée démontre une 
augmentation de la phosphorylation d'un substrat, la protéine myéline basique (MBP). 
Cet effet est bloquable par l'utilisation d'inhibiteurs de la PI3K, soit la wortmannin et le 
L Y294002. Cependant, aucune augmentation de phosphorylation du substrat par la 
PKCl3n n'est observée lors d'une stimulation au PAF. Lorsque l'essai kinase est effectué 
avec la PKCô, le PAF permet une augmentation de la phosphorylation, mais cet effet 
n'est pas contré par l'inhibiteur de la PI3K (wortmannin). Ces résultats permettent donc 
une fois de plus de démontrer des différences dans les isoformes activées par le PAF et le 
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WEB2086. Ils viennent également préciser la voie d'activation de la PKCl3u utilisée lors 
d'une stimulation au WEB2086. Une stimulation au WEB2086 permettrait l'activation 
de la PI3K, puis de la PKCl3u pour divers effets sur le récepteur ou sur la signalisation de 
celui-ci. D'ailleurs, l'activation de la PKCl3u par la PI3K a déjà été démontrée dans le 
phénomène de transport de glucose insulino-dépendent chez des cellules de muscle 
squelettique de rat (Braiman et al., 1999). Diverses voies peuvent lier l'activation de la 
PI3K avec les récepteurs. Par exemple, les Gj3y relâchées après activation peuvent 
stimuler l'activité catalytique de la sous-unité pllOy de la PI3Ky (Walker et al., 1999). 
Également, la tyrosine kinase PYK2 peut activer Ras qui stimule directement la sous-
unité pl 10 de la PI3K de classe IA (Murasawa et al., 1998; Sayed et al., 2000). La BTK 
(Bruton's tyrosine kinase) peut phosphoryler un adaptateur BCAP, permettant ainsi 
l'activation de PBK suite à l'activation d'un récepteur (Okada et al., 2000). Le 
mécanisme à l'oeuvre pour l'activation de la PBK suite à une stimulation au WEB2086 
reste cependant à être précisé. 
L'activation de PKC ne semble pas se produire uniquement par l'agoniste inverse 
WEB2086. Une autre étude suggère que le BN52021 peut également activer une PKC 
(Lenoir et al., 2002). Dans cette étude, le BN52021 est décrit comme un agoniste partiel 
puisque une production rapide et faible de réactifs oxygénés est observée. Nos résultats 
démontrent cependant que le BN52021 agit comme un agoniste inverse très faible sur la 
production d'inositols phosphate (Dupre et al., 2001). Pour le récepteur 132-adrénergique, 
les ligand ICil 18551 et propanolol qui sont des agonistes inverses pour l'activation de la 
l'adénylate cyclase, sont capables d'activer la réponse par les MAP kinases (Azzi et al., 
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2003). Un même type de phénomène est observé avec l'agoniste inverse SR121463B du 
récepteur à la vasopressine V2 qui est capable d'induire une réponse par les kinases 
ERKl/2 (Azzi et al., 2003). Il est donc permis de croire que parmi les différentes voies 
de signalisation ou types cellulaires observés, un même ligand pourra jouer des rôles 
distincts, comme agoniste ou agoniste inverse. 
Il semble cependant que la désensibilisation du P AFR suite à une stimulation au 
PAF ne procède pas uniquement par une phosphorylation par la PKC, puisque des GRKs 
semblent également être impliquées (Takano et al., 1994). L'action des GRKs 
permettrait d'expliquer l'inhibition partielle de la phosphorylation avec l'inhibiteur des 
protéines kinases C GF109203X. 
Plusieurs voies de signalisation sont induites par une stimulation du récepteur du 
PAF. Par exemple, la transcription du gène du récepteur du PAF est augmentée en 
réponse à une stimulation au PAF, et ce dans plusieurs types cellulaires (Mutoh et al., 
1994; Shirasaki et al., 1994). Il semble que cette augmentation de transcription puisse 
être à tout le moins en partie induite via l'activation de PKC permettant l'activation d'une 
voie de signalisation menant à la phosphorylation du facteur NFKB (Mutoh et al., 1994). 
Chez les monocytes isolés du sang de personnes saines, une augmentation transitoire 
d'environ 2,6 fois de l 'ARN messager du récepteur du PAF se produit suite à une 
stimulation de 45 minutes au PAF (1 o-8M). Préalablement, un autre groupe a démontré 
qu'une stimulation de 60 minutes induit une augmentation de l' ARN messager du P AFR 
de monocytes d'environ 2 fois et que cette augmentation est transitoire, puisque après 
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120 ou 180 minutes de stimulation, les taux d' ARN messager sont semblables au niveau 
du contrôle (Shirasaki et al., 1994). Une stimulation au WEB2086 entraîne une très 
faible variation dans les niveaux de production d' ARN messager du PAFR. Il semble 
donc que les effecteurs induits par les isoformes de PKC spécifiquement activées lors 
d'une stimulation au PAF ou au WEB2086 ne produisent pas les mêmes effets cellulaires. 
L'effet à long terme des deux types de ligands sur l'expression des récepteurs 
semble être une diminution du nombre de récepteurs exprimés. En effet, une perte 
d'environ 35% du nombre de récepteurs exprimés par les monocytes isolés de personnes 
saines est observée suite à une stimulation de 5 heures au carbamyl-PAF. Les effets du 
WEB2086 sur l'expression du récepteur du PAF entraînent également une perte similaire 
de l'expression du PAFR membranaire chez les monocytes. L'effet global d'expression 
de récepteurs se traduit par un équilibre entre les niveaux de synthèse du P AFR et les 
taux de dégradation des protéines déjà exprimées. Généralement, les agonistes inverses 
ont une activité permettant l'augmentation de l'expression membranaire des récepteurs. 
Cependant, de rares exemples, observés pour la famille de récepteurs à la sérotonine, ont 
montré qu'il est possible pour un agoniste inverse d'induire une diminution de 
l'expression membranaire de récepteurs (Labrecque et al., 1995). Il semble donc que le 
WEB2086 ait des propriétés particulières quant à son effet sur l'expression des 
récepteurs, méritant d'être étudiées plus en détail. 
Suite à une stimulation au PAF, le récepteur subit une endocytose dépendante des 
vésicules à clathrines, sous le contrôle de la dynamine et de l'arrestine (Chenet al., 2002; 
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Le Gouill et al., 1997). Les travaux de l'étude du chapitre II démontrent que 
l'internalisation observée suite à une stimulation au WEB2086 est comparable au niveau 
basal de circulation des récepteurs et que l'expression du récepteur du PAF semble 
régulée à la baisse. D'ailleurs, la cinétique de dégradation des récepteurs du PAF est 
similaire lors d'une stimulation prolongée au carbamyl-PAF ou au WEB2086, avec un 
effet maximal de 50% de dégradation chez les cellules COS-7 surexprimant le récepteur. 
Il semble également qu'une portion des récepteurs subit une endocytose constitutive vers 
la dégradation, puisque le niveau basal d'expression des récepteurs diminue au fil du 
temps. Lors d'une stimulation au WEB2086 ou au PAF, l'utilisation d'une protéine 
dominante négative de la dynamine (K44A) empêche la disparition des récepteurs 
exprimés. Cependant, une stimulation au WEB2086 n'induit pas la translocation de 
l' arrestine 2 vers une localisation membranaire concomittante au P AFR, phénomène 
observé lors de la stimulation au PAF (Chenet al., 2002). L'internalisation induite par le 
WEB2086 ne serait donc pas dépendante du même mécanisme d'endocytose. L'action de 
l'arrestine pourrait être remplacée par une autre protéine de tri endocytique telle que 
ARF6, connue pour son implication dans l'endocytose de certains GPCRs (Claing et al., 
2001; Delaney et al., 2002; Naslavsky et al., 2003). De plus amples études seraient 
cependant nécessaires afin de vérifier cette hypothèse. 
Alors que les mécanismes d'endocytose et de recyclage du récepteur du PAF ont 
été caractérisés préalablement (Chenet al., 2002; Le Gouill et al., 1997), les voies de 
circulation intracellulaire menant à la dégradation du récepteur du PAF n'étaient encore 
que faiblement explorées. La voie de circulation intracellulaire du récepteur à la 
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transferrine est bien connue et sert de modèle pour la famille des GPCRs. Lors du niveau 
basal d'activation, les récepteurs du PAF et de la transferrine (TfnR) sont localisés à la 
membrane plasmique alors qu'après une stimulation par la transferrine (Tfn), le complexe 
Tfn-TfnR a une distribution vésiculaire. Après stimulation au PAF, une colocalisation du 
P AFR et du TfnR est observée, démontrant que le récepteur du PAF peut emprunter une 
voie similaire à celle du récepteur à la transferrine. Pour de nombreux récepteurs, la 
circulation cellulaire se produit suite au recrutement des vésicules à clathrines par les 
endosomes précoces, via l'action de GTPases telle Rab5. Il semble que Rab5 soit 
nécessaire pour la séquestration des récepteurs occupés par un ligand dans les vésicules 
endocytiques. Rab5 est impliquée dans la motilité vésiculaire en stimulant l'association 
des endosomes avec les microtubules en plus de favoriser l'arrimage et la fusion des 
vésicules aux endosomes avec l'aide d'un de ses effecteurs, soit la protéine EEAI 
(Christoforidis et al., 1999a; McLauchlan et al., 1998; Nielsen et al., 1999). L'utilisation 
d'une protéine dominante négative de Rab5 (S34N) a permis de révéler que la voie 
menant à la désensibilisation à long terme du récepteur du PAF stimulé au PAF est 
dépendante du passage aux endosomes précoces, puisque la protéolyse du récepteur est 
empêchée. Le récepteur du PAF colocalise d'ailleurs avec deux protéines dont la 
localisation cellulaire se situe aux endosomes précoces, soit Rab5 et EEAI. D'autres 
études ont démontré le rôle des protéines Rab dans le transport vésiculaire vers les 
endosomes précoces. Par exemple, la surexpression de protéines dominantes négatives 
de Rab5 chez les cellules neuroendocriniennes PC 12 exprimant le récepteur m4 
muscarinique produit un effet sur la localisation membranaire du récepteur en réduisant 
les taux d'internalisation et la taille des vésicules d'endocytose comprenant ce récepteur 
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(Volpicelli et al., 2001). L'expression de la GTPase Rab5 constitutivement active 
favorise la localisation intracellulaire du récepteur m4 et produit de larges vésicules dans 
lesquelles on retrouve le récepteur (Volpicelli et al., 2001). De plus, les GTPases Rab 
semblent réguler l'internalisation, la circulation intracellulaire et le recyclage du 
récepteur f:h-adrénergique ainsi que la fusion des vésicules comprenant le récepteur à 
l'angiotensine II de type lA (Seachrist et al., 2000; Seachrist et al., 2002). L'utilisation 
de protéines dominantes négatives de Rab5 et Rab7 démontre que le récepteur K-opioïde 
humain utilise une voie de protéolyse des récepteurs qui soit dépendante des protéines 
Rab5 et Rab7 (Li et al., 2000). Lors d'une stimulation au WEB2086, la voie de 
circulation intracellulaire semble différente puisque la dégradation n'est pas contrée par 
la coexpression cellulaire du dominant négatif de la protéine Rab5. Nos résultats tendent 
donc à proposer que l' endocytose et la circulation intracellulaire du récepteur du PAF 
peut se produire via deux mécanismes distincts, selon le type de ligand utilisé. La voie de 
circulation intracellulaire utilisée par le P AFR suite à une stimulation au WEB2086 
pourrait être similaire à celle utilisée lors de l'internalisation constitutive du récepteur en 
procédant par un mécanisme indépendant des arrestines. Des études plus approfondies 
seront nécessaires pour comprendre le processus impliqué. Par contre, la voie empruntée 
par le P AFR suite à une stimulation au PAF semble être celle empruntée par un grand 
nombre de récepteurs, procédant via les endosomes précoces puis tardifs vers la 
protéolyse. 
La GTPase Rab7 est localisée au niveau des endosomes tardifs et est mobile de 
façon bidirectionnelle sur les microtubules (Chavrier et al., 1990; Somsel Rodman et 
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Wandinger-Ness, 2000). Il semble que l'inhibition de la GTPase Rab7 ne permet plus le 
transit des vésicules endosomales précoces vers les endosomes tardifs. En effet, on 
retrouve une accumulation de la cathepsin D lors de l'expression d'un mutant de Rab7 
dans les endosomes précoces (Press et al., 1998). Certaines glycoprotéines virales 
normalement implantées dans la membrane plasmique doivent subir un clivage spécifique 
lors du transit entre les endosomes précoces et tardifs. L'expression d'un dominant 
négatif de Rab7 cause une accumulation des protéines virales aux endosomes précoces 
inhibant ainsi son clivage et indiquant que le transport vers les endosomes tardifs est 
empêché (Feng et al., 1995). L'utilisation de protéines dominantes négatives de Rab5 et 
Rab7 démontre que le récepteur K-opioïde humain utilise une voie pour la protéolyse des 
récepteurs qui soit dépendante des protéines Rab5 et Rab7 (Li et al., 2000). Le récepteur 
du PAF semble également transiter vers les endosomes tardifs de façon dépendante de la 
GTPase Rab7. En effet, l'utilisation de la protéine dominante négative Rab7 mutée en la 
position 125 (Nl251) prévient la dégradation du récepteur du PAF, suite à une stimulation 
à long terme au carbamyl-PAF. Les mécanismes utilisés par les récepteurs du PAF et K-
opioïde semblent être les mêmes pour la circulation intracellulaire. 
Parmi les différents mécanismes permettant la protéolyse, deux phénomènes 
semblent privilégiés pour la dégradation de la majorité des protéines, soit la dégradation 
protéasomale et la dégradation lysosomale. Suite à un prétraitement avec des inhibiteurs 
des enzymes lysosomales ou de la voie de circulation intracellulaire menant aux 
lysosomes (EST ou chloroquine) ou des inhibiteurs du protéasome (PSI ou 
clastolactacystin), une inhibition de la dégradation protéique du récepteur du PAF est 
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observée. Il semble que la dégradation lysosomale soit impliquée de façon majoritaire 
suite à une stimulation au PAF alors que la dégradation via le protéasome induit une 
protéolyse partielle du récepteur du PAF. Lorsque les deux mécanismes sont bloqués 
simultanément, une inhibition totale de la dégradation du récepteur du PAF est observée. 
Un phénomène similaire est observé pour le récepteur le récepteur K-opioïde (Li et al., 
2000), ce qui démontre que ce mécanisme est utilisé par différents GPCRs pour leur 
dégradation. Lors d'une stimulation avec l'agoniste inverse WEB2086, la protéolyse du 
récepteur semble également se produire via différents mécanismes. En effet, des 
inhibiteurs des enzymes lysosomales ou du protéasome utilisés séparément bloquent 
presque entièrement la dégradation du récepteur du PAF. L'utilisation simultanée 
d'inhibiteurs des enzymes lysosomales et du protéasome ne semblent pas agir de façon 
synergistique ou additive, puisque aucun changement n'est observable entre les 
traitements seuls ou combinés. Il semble que les deux mécanismes puissent être utilisés 
de façon indépendante et chacun pourrait potentiellement être utilisé en absence de 
l'autre. 
De nombreux autres récepteurs tels que le th-adrénergique, les récepteurs K- et ô-
opioïde, le récepteur activé par les protéases (PAR-1) et le récepteur CXCR4 semblent 
dégradés par les lysosomes (Gagnon et al., 1998; Li et al., 2000; Marchese et Benovic, 
2001; Moore et al., 1999; Tanowitz et Von Zastrow, 2002; Tsao et al., 2001; Wang et al., 
2002). Les récepteurs K- et µ-opioïde sont dégradés par le protéasome après activation et 
endocytose des récepteurs à la membrane plasmique (Chaturvedi et al., 2001; Li et al., 
2000). Le th-adrénergique et le récepteur ô-opioïde peuvent également être dégradés par 
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le protéasome, mais seulement après le passage au réticulum endoplasmique, le 
mécanisme sous-jacent ne serait pas dépendant de l'endocytose en provenance de la 
membrane plasmique (Petaja-Repo et al., 2001). Également, il semble que les récepteurs 
CXCR4 et CCR5 soient «down-régulés» de surface cellulaire par un mécanisme 
dépendant du protéasome. Il semble que le récepteur CCR5 puisse interagir directement 
avec la sous-unités du protéasome (Fernandis et al., 2002). 
L'ubiquitination est un mécanisme bien connu de ciblage au protéasome de 
diverses protéines en vue de leur dégradation. Ces protéines sont marquées par 
l'attachement d'une queue de plusieurs protéines ubiquitines sur des résidus lysines qui 
sert de signal de ciblage pour la dégradation. La modification d'une protéine avec une 
chaîne polypeptidique d'ubiquitine peut être programmé génétiquement ou peut être 
acquise suite à une phosphorylation, à l'attachement d'une protéine adaptatrice ou par des 
dommages dus à la fragmentation, oxydation ou vieillissement (Hershko et Ciechanover, 
1998; Laney et Hochstrasser, 1999; Strous et Govers, 1999; Wilkinson, 2000). 
L'ubiquitination ne joue cependant pas seulement un rôle dans le ciblage au protéasome. 
Un autre type d'ubiquitination, la mono-ubiquitination peut permettre le ciblage de 
protéines vers une dégradation lysosomiale comme observé dans le cas du récepteur 
CXCR4 (Marchese et Benovic, 2001). Dans ce cas, le récepteur semble subir une mono-
ubiquitination suite à la stimulation du récepteur sur des résidus lysines de la queue 
cytoplasmique. Il semble également que tous les résidus lysines doivent être substitués 
afin d'empêcher l'ubiquitination du récepteur. Dans un autre cas, il semble que le ciblage 
vers la dégradation du récepteur ô-opioïde soit indépendant de l'ubiquitination du 
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récepteur (Tanowitz et Von Zastrow, 2002). L'ubiquitination de protéines cytosoliques 
nécessaires à la circulation intracellulaire du récepteur pourrait cependant intervenir dans 
le phénomène. L'ubiquitination de protéines associées au récepteur a déjà été rapporté, 
comme dans le cas du récepteur à l'EGF où une fraction des protéines associées à 
l' endocytose du récepteur de l'EGF sont ubiquitinées (Bishop et al., 2002). Dans le cas 
du P AFR, une ubiquitination de base est observée et la stimulation du récepteur par un 
agoniste ou un agoniste inverse (PAF ou WEB2086) ne modifie aucunement le niveau 
d'ubiquitination du récepteur. Afin de s'assurer de l'efficacité de la machinerie 
d'ubiquitination dans nos cellules, une protéine dominante négative d'une ubiquitine 
ligase (Cbl) a été utilisée afin de bloquer le processus d'ubiquitination du récepteur du 
PAF. L'ubiquitine ligase Cbl est connue comme un important régulateur de 
l 'ubiquitination et du ciblage au lysosome de diverses protéines membranaires dont le 
récepteur à l'EGF (Duan et al., 2003). De plus, il semble que l'effet de l'ubiquitination 
du récepteur à l'EGF se produise principalement au niveau du tri endosomal, puisque 
l'ubiquitination du récepteur n'est pas nécessaire à son internalisation (Duan et al., 2003). 
Lors d'une co-expression de l'ubiquitine ligase Cbl dominante négative (NCbl) avec le 
récepteur du PAF, une baisse du niveau de base d'ubiquitination du récepteur est 
observée. Il semble donc que la protéine Cbl ait un rôle dans l'ubiquitination du 
récepteur. Cependant, tout comme pour le récepteur à l'EGF, elle ne semble pas être 
impliquée dans le processus d'internalisation induite par le ligand puisque l'inhibition de 
l'ubiquitination se produit autant sur les cellules non stimulées que stimulées. De plus, la 
co-expression de NCbl avec le P AFR permet un bloquage de la dégradation du récepteur 
alors que la coexpression de Cbl de type sauvage ne produit pas d'effet. L'ubiquitination 
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du récepteur du PAF pourrait être impliquée dans le ciblage de la dégradation basale, un 
processus naturel de recyclage des récepteurs, puisque le phénomène de dégradation et 
l'ubiquitination du récepteur semblent se produire de façon constitutive. Malgré les 
résultats suggérant l'implication de la mono-ubiquitination du récepteur dans le processus 
de dégradation, d'autres études seront nécessaires pour éclaircir les rôles de 
l'ubiquitination du PAFR ainsi que la régulation de ce phénomène. 
Les travaux présentés dans cette thèse démontrent que les agonistes inverses sont 
non seulement capables de diminuer une activité constitutive de récepteurs, mais 
également d'induire diverses voies de signalisation suite à l'activation du récepteur du 
PAF. Ainsi, l'utilisation d'agonistes inverses pourrait permettre la modification de 
certaines voies de signalisation, en induisant une cascade d'activation d'effecteurs 
différente de celles activées par un agoniste. Par exemple, le PAF induit des effecteurs 
menant à la relâche de calcium des réserves intracellulaires alors que le WEB2086 en est 
incapable. Cependant, les deux types de ligands induisent une perte d'expression du 
P AFR chez certains types cellulaires. Un contrôle de certaines activités des récepteurs 
(comme l'expression protéique membranaire ou activation de certaines voies de 
signalisation) serait donc possible et ces travaux présentent donc de nouvelles possibilités 
thérapeutiques pour les molécules ayant une activité agoniste inverse, tel que le 
WEB2086 ou des dérivés de cette molécule. 
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VI - CONCLUSION 
Les récepteurs couplés aux protéines G sont impliqués dans un très grand nombre 
de processus physiologiques et pathologiques. Une meilleure compréhension des 
mécanismes d'activation et de contrôle de la signalisation des récepteurs est essentielle 
afin de dresser un portrait de la biologie de ce type de récepteurs. Il sera possible de 
développer des outils spécifiques pour le traitement de certaines pathologies grâce à la 
mise en évidence des caractéristiques individuelles de chaque récepteur couplé aux 
protéines G. 
Avec différents récepteurs constitutivement actifs, mutants ou complexes 
protéiques, nous avons pu démontrer que la réponse induite par des agonistes inverses ne 
mène pas nécessairement à une diminution de l'activité constitutive de base pour tous les 
modèles étudiés. Quelques complexes de récepteurs semblent insensibles à l'activation 
par des agonistes ou des agonistes inverses alors que d'autres sont sensibles à 
l'activation. Il en résulte alors une régulation différentielle de certains types de 
récepteurs par les ligands. Les effets des agonistes inverses sur la réponse des récepteurs 
couplés aux protéines G peuvent également être affectés par la capacité de former des 
complexes homo- ou hétérodimériques. L'activité des ligands sur ces complexes peut 
résulter en une modulation différente des capacités pharmacologiques comme 
préalablement observé pour les récepteurs K- et ô-opioïde (Jordan et Devi, 1999). 
L'étude des différentes configurations homo- et hétéro-dimériques des GPCRs ciblés 
pour une thérapie par des agonistes inverses devra être prise en considération avant 
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d'enclencher une intervention car divers effets indésirés pourraient surgir de l'activation 
de voies de signalisation non-ciblées. 
Les travaux présentés dans cette thèse démontrent que les agonistes inverses sont 
non seulement capables de diminuer une activité constitutive de récepteurs, mais certains, 
dont le WEB2086 peuvent également induire diverses voies de signalisation via 
l'activation du récepteur du PAF. L'induction de certaines de ces signalisations pourrait 
se produire de façon indépendante et différente de la cascade d'activation d'effecteurs 
induits par un agoniste. Par exemple, le PAF induit des effecteurs menant à la relâche de 
calcium des réserves intracellulaires, alors que le WEB2086 ne possède pas cette 
capacité. Cependant, les deux types de ligands induisent tous les deux une perte 
















Figure 5. Résumé des résultats de circulation intracellulaire et de signalisation suite à 
une stimulation au WEB2086 (agoniste inverse) ou au PAF (agoniste). 
des différents résultats obtenus lors des études des chapitre III et IV, à la suite d'une 
stimulation au PAF ou au WEB2086. 
La régulation des voies de signalisation permettant le contrôle de l'expression 
membranaire des récepteurs présente de nouvelles possibilités thérapeutiques. Les 
molécules ayant une activité agoniste inverse, telle que le WEB2086 ou des dérivés de 
cette molécule pourront entraîner la diminution de l'expression des récepteurs, sans 
activer les voies normalement induites par le PAF. De plus, ces molécules pourront être 
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conçues pour cibler directement certaines voies de signalisation du récepteur afin de 
diminuer la suractivation de la réponse ou activer des voies différentes de celles utilisées 
lors d'une stimulation avec un agoniste. 
Ces travaux permettent une meilleure compréhension des mécanismes de base de 
la régulation négative du P AFR et de la signalisation induite par les agonistes inverses. 
Ils pourront servir à la mise en place de modèles généraux de la régulation du récepteur et 
faciliteront le développement d'outils thérapeutiques ciblant efficacement une étape 
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